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L'acide propionique est un acide largement utilise pour la conservation des ailments, specialement
dans les produits de boulangerie. L'objectif de ce travail etait de Ie produire par voie fermentaire
dans un milieu riche en extrait de levure. La bacterie responsable de cette fermentation,
Propionibacterium shermanii pousse cependant tres lentement et il est difficile de concevoir des
fermentations commercialement interessantes dans ce contexte. La technique des cellules
immobilisees fut utilisee avec des populations bacteriennes concentrees pour contourner Ie probleme,
ce qui a permis d'accelerer les fermentations et d'utiliser la meme biomasse pour plusieurs
productions.
Le milieu de fermentation etait constitue d'une importante proportion d'extrait de levure (7%). Trois
extraits de levure differents ont ete utilises. L'objectif principal de cette addition dans Ie milieu de
production etait d'augmenter la valeur d'utilisation de 1'extrait en produisant un agent de
conservation d'origine naturelle. Les concentrations initiales de substrats (lactate et glucose) ont ete
optimisees par rapport aux rendements en acide propionique. Les fermentations furent completees
en moins de 44 hres et des rendements en acide propionique ont atteint plus de 2 g/100 mL de milieu
et ce malgre un faible taux de croissance dans la matrice d'alginate.
Une fois fermente et seche en poudre, ce milieu de production a ete utilise comme ingredient dans
des pates a pain blanches. Le pouvoir antifongique a ete evalue ainsi que 1'effet biostimulant des
extraits sur la panification.
Les extraits de levure ont eu peu d'effet sur la panification en general, les pains experimentaux etant
similaires aux pains temoins en terme de volume. Les pains contenant des extraits de levure
fermentes ont ete proteges plus longtemps contre les moisissures que les pains contenant des extraits
non fermentes. Compares aux temoins, les extraits fermentes ont augmente de 1.3 jour la resistance
des pains aux moisissures mais cette difference ne fut pas jugee significative. De meme sur la
production de gaz dans les pates a pain, les extraits fermentes ont favorise la fermentation par rapport
aux extraits non fermentes alors qu'il n'y a pas eu de difference significative compare aux temoins.
Finalement une methode rapide de denombrement direct pour Propionibacterium par microscopie
en fluorescence fut developpee et comparee a la methode classique et a 1'utilisation de plaques
preparees commercialement (Petrifilm, 3M). Les comptes obtenus sur Petrifilm se comparant
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1 LES BACTERIES PROPIONIQUES
1.1 Caracteres phenotypiques
Les bacteries propioniques appartiennent a la famille des Propionibacteriaceae du groupe des
Actinomycetes. Ce sont des bacteries Gram-positive, non spomlentes, non mobiles et catalase
positive. Elles sont habituellement pleomorphes presentant des formes allongees, coccoidales et
parfois montrant des embranchements selon les especes. Elles sont capables de metaboliser divers
hydrates de carbone ainsi que Ie pymvate et Ie lactate. Elles produisent des acides organiques varies
coinme 1'acide propionique, 1'acide acetique, 1'acide succinique, 1'acide formique et d'autres en
moindre quantite. Elles acidifient Ie milieu en presence de glucose et produisent du CO^. La plupart
des souches croissent dans un bouillon glucose avec 20% de bile ou 6.5% de NaCl. Les colonies
peuvent etre blanches, roses, jaunes ou oranges. Les bacteries propioniques sont presentes dans les
produits laitiers, sur la peau des humains et dans Ie tractus intestinal des humains et des animaux et
certaines especes sont pathogenes. Les caracteres d'identification de chaque espece sont presentes
en annexe A.
Les especes de P.freudenreichii sont isolees du lait cm et des fromages de type suisse. Les souches
de cette especes sont differenciees selon leur reduction du nitrate et leur capacite a fermenter Ie
lactose. P. shermanii fennente aussi Ie maltose et Ie melibiose alors que P. freudenreichii ne les
fermente pas.
1.2 Utilisation industrielle des propionibacteries et de 1'acide propionique
Ces microorganismes ont un role important pour plusieurs procedes industriels. Par exemple, les
propionibacteries sont responsables de la formation de la saveur et des yeux dans les fromages
Emmental et type suisse (Hettinga et Reinbold, 1972). Dans ces fromages, Propionibacterium peut
produire jusqu'a 1% d'acide propionique (Bibek et Daeschel, 1985). Les bacteries propioniques
produisent en plus du CO^, du diacetyl et des acides gras volatils (Kret et Stine, 1951). Leur
croissance se produit surtout lors de la maturation du fromage (18-24°C) et leur nombre atteint
109cfu/g de fromage apres 4 a 8 semaines. Leur presence peut par contre entramer des defauts dans
les fromages pour lesquels la fermentation propionique n'est pas desirable (Champagne et Lange,
1990).
L'acide propionique entre dans la composition des plastiques de cellulose, des herbicides et des
parfums (Vivian et Yang, 1992). Mais c'est surtout pour son pouvoir antifongique qu'il est utilise
dans les produits de boulangerie et de patisserie. L'acide propionique constitue a lui seul 75% de
tous les agents de conservation chimiques consommes. La demande pour ce produit est en
croissance. La production annuelle depasse 54 000 tonnes americaines et son prix varie de $0.73
a $0.82 Ie kilo (S auer, 1993). L' acide propionique est utilise dans divers precedes comme ingredient
alimentaire pour les aromes (Playne, 1985). fl est largement utilise pour son pouvoir antifongique
principalement dans les produits de boulangerie. Ses sels de calcium, de sodium et de potassium
sont generalement reconnus comme des substances securitaires pour usage general dans 1'industrie
alimentaire. Ces bacteries sont egalement utilisees pour 1'ensemencement de 1'ensilage en
alimentation animale (Flores-Galarza et al., 1985).
Les propionibacteries sont egalement productdces de vitamine B ^ (Playne, 1985; Youngsmith et
Apiraktivongse, 1983). fl est reconnu qu'elles ont un effet benefique sur la sante animale et humaine
(Mantere-Ahlhonen,1982; Skupin et al., 1977). Des essais in vitro ont demontre que
Propionibacterium survivait a la digestion. Meme s'il n'a pas ete demontre qu'il y avait adhesion ou
colonisation de I'intestin chez Ie porcelet, la presence des propionibacteries a amene des effets
benefiques. Ainsi un gain de poids plus eleve et des diarrhees mains frequentes furent observes dans
les groupes ayant un regime supplemente en propionibacteries ( Mantere-Alhonen, 1995). Trois
bacteriocines provenant des propionibacteries ont ete identifiees. De plus, Ie contenu mineral (Cu,
Fe, Zn, Mn) des biomasses de ces bacteries pouvant contribuer a 1'effet probiotique fut trouve
superieur a celui des bacteries lactiques et des bifidobacteries (Mantere-Alhonen, 1995).
1.3 Exigences nutritionnelles des propionibacteries
1.3.1-Les sources carbonees
La capacite de fermenter divers hydrates de carbone varie selon les especes. La plupart des
propionibacteries fermentent Ie glucose, Ie glycerol, Ie fmctose et Ie mannose. Une stimulation de
la croissance a ete observee lorsque Ie glucose etait autoclave avec Ie milieu plutot qu'ajoute
aseptiquement (Field etLichstein, 1957 et 1958). La sous-espece de P. shermanii se distingue des
autres P. freudenreichii par sa capacite a fermenter Ie lactose (Hettinga et Reinbold, 1972a). H a ete
demontre qu'un milieu contenant 1% de lactate de sodium stimulait davantage la production d'acide
propionique qu'un milieu contenant 1% de lactose chez P. shermanii (El-Hagarawy, et al. 1954).
La meme chose a ete observee avec P. acidilactici. Cependant, cinq fois plus de cellules furent
obtenues sur un milieu contenant du lactose compare a un milieu contenant du lactate. La croissance
cellulaire est aussi moins importante sur glucose que sur lactose (Lewis et Yang, 1992). Malgre Ie
fait que la croissance soit plus lente sur lactate que sur lactose ou glucose, les temps de fermentation
ne sont que legerement plus longs pour Ie lactate a pH 6.6. Etant donne que moins de cellules sont
produites sur ce substrat, cela implique qu'une cellule fermente Ie lactate avec un meilleur rendement
en metabolites que sur lactose. fl a ete demontre que la consommation specifique de lactate etait
d'environ 0.3 g/L a 1'heure alors qu'il se situait autour de 0.15 g/L a 1'heure pour Ie lactose pour les
memes biomasses.
1.3.2 -Les sources azotees
La presence des extraits de levure stimule la fermentation du lactate. La biotine, la thiamine, 1'acide
panthotenique et 1'acide para-aminobenzoique n'ont pas ameliore la croissance lorsque des extraits
de levure furent ajoutes au milieu. H a ete demontre depuis longtemps que les propionibacteries
contiennent les peptidases necessaires pour obtenir les acides amines essentiels a leur croissance
(Berger et al., 1938). Selon Tatum et al. (1936) les acides aspartique et glutamique peuvent
remplacer Ie nitrate d'ammonium comme facteur de croissance. Les memes auteurs ont demontre
que les propionibacteries peuvent utiliser 1'azote ammoniacal. Quesada-Chanto et al. (1994) ont
tente de determiner Ie facteur ou les groupes de facteurs biostimulants pour les propionibacteries
contenus dans les extraits de levures mais sans succes. Us out cependant remarque des differences
selon les extraits commercialement disponibles. Les rendements plus eleves en acide propionique
furent observes avec un extrait commercial Difco (Detroit, Mich., USA) comparativement a une
dizaine d'autres extraits. Une concentration de 12 g/L est optimale pour la croissance cellulaire et
la formation d'acide propionique.
1.3.3-Les facteurs de croissance
La presence du cobalt est essentielle pour la croissance des Propionibacteries. Une concentration
de 5 mg/L optimise la formation d'acide propionique et la production de biomasse (Quesada-Chanto
et al., 1994). L'acide pantothenique et la biotine sont des facteurs de croissance utiles aux
propionibacteries. Propionibacteriumfreudenreichii utilise plutot la coenzyme A (CoA) a la place
de 1'acide pantothenique (Moat et a/., 1950). La riboflavine stimule la croissance de ces bacteries
mais n'est pas un constituant essentiel du milieu (Wood et al., 1938).
Le fer et ses ions stimulent la production d'acide propionique. Le magnesium et Ie manganese
accelerent la decarboxylation du succinate et ces elements avec Ie cobalt sont des cofacteurs
necessaires dans diverses reactions enzymatiques lors de la formation du propionate (Quastel, 1938;
Sathyanarayana et al., 1964)
1.3.4- Les conditions de croissance
Certaines souches tolerent des tensions reduites d'oxygene, d'autres ne poussent qu'en conditions
strictes anaerobies. U a ete demontre que pour augmenter les rendements en acide propionique des
conditions anaerobes etaient necessaires (Quesada-Chanto et al., 1994). La temperature de
croissance des propionibacteries se situe autour 30-37 C. La temperature optimale de production
d'acide propionique est de 37 C alors que pour la production de la vitamine B^. elle se situe a 40°C.
Dans un milieu a base de lactose, Ie pH optimum de P. acidipropionici se situe entre 6.1 et 6.8
montrant une croissance specifique de 0.23 h (Sheng-Tsiung et Shang-Tian, 1991). Les
propionibacteries sont tres sensibles au pH, il y a peu de croissance lorsque Ie pH se situe en bas de
5.0 (Marcoux etal., 1992). En conditions acides, les fermentadons etaientbeaucoup plus lentes mais
les rendements en acide propionique furent plus eleves. fl a ete note qu'une quantite superieure de
nutriments etait necessaire pour assurer une production efficace d'acide propionique en conditions
acides.
Les cellules peuvent croitre a des pH beaucoup plus acides en presence de lactose qu'avec du lactate
comme source de carbone (Lewis et Yang, 1992).
1.4 Methodes de denombrement
1.4.1-Lepasse
Les methodes conventionnelles de mise en plaque convenaient mal au denombrement des propioni-
bacteries. Des methodes variees ont ete utilisees dans Ie passe pour favoriser la croissance de ces
bacteries.
Von Freudenreich et Orla-Jensen (1906), qui furent les premiers a isoler ces microorganismes,
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utiliserent des tubes scelles contenant un milieu solide et obtinrent ainsi des conditions anaerobes.
Plus tard, du sulfite de sodium fut ajoute comme agent reducteur dans Ie milieu de culture. Une
double-couche de milieu et de paraffine sterile etait ajoutee pour recouvrir la culture ensemencee et
ainsi diminuer la tension d'oxygene.
Une technique plus simple de mise en plaque toujours avec double-couche et 1'incorporation de
thioglycollate de sodium comme agent reducteur fut developpee. Finalement Vedamutha et
Reinbold (1967) recommanderent 1'utilisation de lajarre chandelle et d'un milieu a base de lactate
de sodium sans double-couche, cette methode necessitant 7 jours d'incubation a la temperature de
la piece et 5 jours a 32°C. Certaines especes exigent cependant des conditions anaerobes strictes.
De plus, la combustion d'une chandelle dans un environnement peut potentiellement, outre Ie COz,
generer des gaz inhibiteurs. La mise au point de systemes reducteurs d'oxygene et generateurs de
CC>2 a permis de produire des conditions anaerobes controlees.
1.4.2-L'avenir
L'apparition recente de plaques commerciales preparees (Petrifilm) offre une methode potentielle
de denombrement plus simple et peut-etre plus efficace. De meme, Ie developpement de systemes
de coloration vitale pour observation microscopique en fluorescence constitue une methode
prometteuse pour notre application specifique car les microorganismes sont denombres de fagon
directe sans devoir etre en conditions de croissance.
La methode du DEFT (direct epifluorescence filter technique) fut suggeree par Pettipher (1990) pour
1'observation des echantillons de lait. Cette methode implique un pretraitement de 1'echantillon suivi
d'une filtration et de la coloration avec 1'acridine orange. La methode de differenciation repose sur
Ie fait que 1'ARN fluoresce orange alors que L'ADN fluoresce vert. En principe, Ie rapport
ARN/ADN est plus eleve dans les microorganismes en croissance et ceux-ci devraient done
apparattre oranges. Cependant bien d'autres facteurs sont impliques dans la coloration des
microorganismes rendant cette differenciation vitale plus ou moins evidente.
2 L'ACIDE PROPIONIQUE
2.1 ]V[etabolisme de 1'acide propionique
Plusieurs voies de degradation des hydrates de carbone vers Ie propionate ont ete decrites pour les
propionibacteries. Les sucres sont principalement degrades viales voies d'Embden-Meyerhofet de
1'hexose monophosphate (HMP). Le lactate est transforme en pyruvate a 1'aide de la lactate
deshydrogenase (figure 1,1 et 11). Crow (1986) ademontre queP. shermanii utilise principalement
1'isomere L-(+) du lactate. Le temps de dedoublement de cette souche poussant sur L-(+)-lactate est
d'environ 4.5h compare a 8h sur D-(-)-lactate. Pendant la fermentation du lactate, Ie pymvate se
retrouve dans Ie milieu de croissancejusqu'ala disparition du substrat. Ensuite, Ie pymvate disparatt
completement a son tour. Par centre, lorsque Ie glucose ou Ie lactose furent utilises comme substrat,
Ie pyruvate ne fut pas detecte. Crow (1986) a egalement demontre que Ie pymvate inhibait 1'actiyite
de la D-(-)-lactate desydrogenase expliquant la preference de Propionibacterium pour la forme L-(+).
La plupart des souches de propionibacteries utilisent preferentiellement Ie lactate au glucose.
L'acide propionique n'est pas un produit de fermentation unique, etant habituellement accompagne
par la production d'acide acetique et de CO^ Cette production est presente pour des raisons de bilan
redox. Un rapport de propionate/acetate de 2:1 est generalement observe, ce ratio pouvant grimper
a 5:1 selon les conditions de croissance (Hettinga et Reinbold, 1972). Cette proportion est controlee
par la thermodynamique lors de la gestion de 1'ATP et la generation d'entropie (Playne, 1986). H est
maintenant evident que la formation de 1'acide propionique implique deux cycles dont 1' un inclut
1'isomerase et une transcarboxylase du methylmalonyl. L'autre est un cycle CoA impliquant une
transferasedupropionyl-CoA. Les reactions sontresumees dans la figure 1. L'oxaloacetateprovient
de deux reactions: une par la fixation du CO^ sur Ie phosphoenolpyruvate et 1'autre par la reaction
de la transcarboxylase sur Ie methylmalonyl-CoA. La transformation du phosphoenolpyruvate (PEP)
en oxaloacetate favorise la production du succinate au detriment de 1'acide propionique, parce que
la PEP carboxylase ne fait pas intervenir Ie complexe biotine-C02.
La biotine est essentielle a la decarboxylation de 1'acide succinique par les propionibacteries. Elle
etait associee a la fixation et a la transcarboxylation du C02. H a ete demontre que la biotine presente
dans Ie substrat peut agir comme un accepteur de CO^ dans une reaction catalysee par la carboxylase
(Hettinga et Reinbold, 1972). Cooper et al. (1968) ont trouve que la carboxylase du pymvate etait
Ie seul enzyme dependant de la biotine. Cette carboxylase est unique car elle ne requiert pas
1'addition d'un ion metallique pour etre active. Northrop et Wood (1969) ont demontre que 1'ion
metallique (Ie cobalt) et la biotine sont maintenus dans 1'enzyme par des liens covalents et que la
biotine remplit une fonction catalytique comme un transporteur de carboxyle. En d'autres termes,
cet enzyme aidera au transfert du groupe carboxyle du methylmalonyl-CoA au pymvate donnant
comme produit du propionyl-CoA et de 1'oxaloacetate. La molecule d'oxaloacetate ainsi obtenue
(grace a la biotine) est reduite en succinate via Ie malate et Ie fumarate. Le succinate est ensuite
converti en succinyl-CoA en reagissant avec Ie propionyl-CoA produisant de ce fait Ie propionate.
Durant ces sequences, la CoA est regeneree de meme que Ie methylmalonyl-CoA permettant de
reduire la depense energetique. H a ete demontre que les reactions de decarboxylation du succinate
en propionate sont totalement reversibles (Rosner et Schink, 1990).
Douze moles et 3 moles d'ATP sont produites par 3 moles de glucose et de lactate fermentes
respectivement. Le ratio des produits propionate, acetate et CO^ varie selon Ie pH du substrat, la
concentration de lactate, de glucides et de succinate (Reinbold, 1985). Theoriquement, une mole de
glucosedonnera4/3 moledepropionateet2/3 moled'acetate avecunrendementmaximal de 54.8%.
Une mole de lactate donnera 2/3 mole de propionate et 1/3 mole d'acetate avec Ie meme rendement
maximal que pour Ie glucose. La somme de la reaction est la suivante:
3 glucose s=> 12 ATP + 2 H^O + 2 CO ^ + 2 acetate + 4 propionate (1.1)




S - Me - MALONYL - CoA
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2a Voie de Embden-Meyerhof-Parnos
Phosphoenol-pyruvate PEP phosphotransferase
2b Voie des hexoses monophosphates
PEP phosphotransferase
3a ATP:pyruvate phosphotransferase












^0 Figure 1-Voies metaboliques des propionibacteries
2.2 Mode d'action des acides organiques comme agents de conservation
H est reconnu depuis longtemps que les acides organiques ont un potentiel comme agent de
conservation d'aliments. Dans Ie cas des acides lactique et acetique, 1'effet inhibiteur est
principalement du a 1'abaissement du pH. Ces acides vont aussi chelater les ions metalliques et ainsi
limiter la croissance bacterienne (Furia, 1968). L'acide propionique diminue de fa9on sensible la
production des mycotoxines car il inhibe Ie metabolisme des champignons (Tong et Drauhon, 1985).
H est cependant peu efficace pour contrer la croissance des levures. Certaines especes de salmonelles
et de staphylocoques sont inhibees par ces acides seuls ou en melange (Adams et Hall, 1988; Muldler
et al., 1987). Chez Listeria monocyto genes il a ete demontre que 1'acide acetique possede la plus
grande activite antilisteriale compare aux acides lactique et citrique. Un melange des acides
lactique, acetique et propionique agit en synergie sur 1'inhibition de L. monocytogenes ainsi que sur
d'autres bacteries et les moisissures. Des etudes proposent meme d'utiliser ce melange obtenu par
fermentation et seche comme agent de conservation naturel dans les fromages a pate pressee (Herve
etal., 1992).
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, Krebs a demontre que 1'acide benzoique inhibait Ie
transport actif du glucose a 1'interieur de la cellule (Krebs, 1983). Pour Listeria, Ie transport du
glucose a travers la membrane ne fut pas affecte par la presence de 5% de propionate de sodium
(Kouassi et Shelef, 1996). Les acides propionique et acetique ont inhibe la synthese de 1'ATP a partir
du glucose probablement du a une inhibition d'enzymes du cycle de 1'acide citrique.
Pour croitre et survivre, les microorganismes maintiennent un pH interne constant. Pour les
acidophiles et les neutrophiles, ce qui inclut la plupart des contaminants des aliments, Ie pH interne
varie de 6.5 a 8.0. En general, Ie pH est regle de fa9on a ce que la reduction de 1 unite pH a
1'exterieur resulte en la reduction du pH interne de 0.1 unite ou moins. Les microorganismes
maintiennent un gradient de pH transmembranaire de 0.5 a 1.0 unite pH avec des conditions
intracellulaires alcalines par rapport a 1'environnement. Ce gradient est vital pour Ie transport des
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protons, des nutriments et pour la generation d'energie necessaire a la croissance.
On propose deux modes d'action antimicrobienne de 1'acide propionique soit 1'effet des protons et
1'effet des molecules indissociees. H est bon de noter que ces modes d'action s'appliquent egalement
aux autres acides organiques tels 1'acide lactique et acetique.
Premierement, quand un acide organique comme 1'acide propionique est produit dans un
environnement, certaines des molecules se dissocient en ion H+ alors que d'autres demeurent
indissociees. Une concentration elevee de protons a I'exterieur de la cellule expose la paroi
cellulaire, les membranes et Ie cytoplasme aux effets detrimentaux d'un pH acide. On assiste a une
denaturation des proteines et a des changements au niveau de la permeabilite des membranes qui
inhibent la croissance, ce qui compromet la viabilite.
L'effet antimicrobien de 1'acide propionique est cependant principalement Ie resultat des molecules
indissociees. Des trois principaux acides organiques rencontres, c'est 1'acide propionique qui se
dissocie Ie moins en pH acide (tableau 1).
La double paroi lipidique des microorganismes est permeable a 1'acide propionique car celui-ci est
lipophile facilitant sa diffusion dans Ie cytoplasme. Get acide est tres soluble en milieu aqueux, les
molecules indissociees se dissocieront produisant anions et protons dans Ie cytoplasme. Pour
tamponner la reduction de pH ainsi causee, la cellule neutralisera les protons. Mais lorsque la
quantite de protons produits excede Ie pouvoir tampon de la cellule, les protons sont pompes dehors
jusqu'a 1'epuisement des reserves energetiques. Les protons commencent a s'accumuler abaissant Ie
pH interne et denaturant les proteines et compromettant les transports actifs des nutriments et
finalement inhibant la croissance cellulaire.
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Le pH externe a un effet indirect sur la croissance et Ie metabolisme cellulaire mais Ie pH interne
joue un role primordial dans la regulation de nombreuses activites metaboliques tels Ie maintien des
gradients ioniques, Ie transport des solutes, la synthese de 1'ATP, etc. (Hutkins et Nannen, 1993).
2.3 Production commerciale de 1'acide propionique
Des les annees 1930, la production d'acide propionique par fermentation est brevetee. Ces brevets
decrivent principalement les fa9ons d'accelerer les fermentations et d'en reduire les couts en utilisant
des substrats peu couteux. Les fermentations sont accelerees en augmentant la biomasse de depart
en introduisant des supports inertes et poreux pour retenir les cellules. II a ete propose de demarrer
les fermentations en deux etapes consistant en la production d'acide lactique par Lactobacillus suivie
de la production d'acide propionique. Plus tard, des precedes furent developpes pour utiliser les
dechets de 1'industrie du papier. Des fermentations en alimentation continue furent developpees.
A 1'heure actuelle, 1'acide propionique est produit par voie petrochimique. En 1987, Union Carbide,
Eastman et Celanese etaient les principaux producteurs d'acide propionique produisant 107 000
tonnes d'acide propionique par an. En 1982, aux Etats-Unis, il se vendait a $0.73kg . Les
utilisations principales sont sous forme de propionate de calcium ou de sodium comme agent de
conservation dans Ie pain et autres produits alimentaires (28%), agent de conservation dans les
grains (27%), cellulose plastique (20%), herbicides (20%), parfums et autres secteurs (5%).
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3 LES EXTRAITS DE LEVURE
3.1 Utilisation des extraits de levure
Plusieurs microorganismes poussent mieux dans un milieu contenant une fraction proteique
partiellement degradee. En fait, les hydrolysats de proteines sont devenus les premieres preparations
commerciales pour les milieux de culture. Une gamme variee de peptones et d'extraits est maintenant
disponible refletant bien les besoins particuliers de divers microorganismes. On trouve des
hydrolysats de proteines provenant de la viande, la caseine, la lactalbumine, Ie lait, la gelatine, Ie
soya et la levure.
Les extraits de levure proviennent des autolysats de levure dont les residus insolubles ont ete enleves
mecaniquement. Les autolysats et extraits de levures peuvent etre utilises comme ingredients
alimentaires et milieux de fermentation. Contenant du glutamate et des nucleotides, ils ser vent de
rehausseurs de saveur dans les viandes, les sauces, les produits de boulangerie et les condiments. Hs
contiennent generalement peu de sels et sont nutritifs. Cette source economique de peptides, d'acides
amines et de vitamines sert d'additif aux formules pour bebes, aux aliments sante et pour la
production de microorganismes. Le tableau 2 montre la composition chimique des extraits de levure
commerciaux.
3.2 Production des extraits de levure
Les biomasses utilisees proviennent principalement des brasseries et ensuite des levures de
boulangerie produites sur melasse (Saccharomyces cerevisiae). Ces cellules sont sous forme
aqueuse, comprimee ou granulee mais on utilise plus couramment la levure en creme (Peppler,
1982).
L'autolyse ou 1'autodigestion sert a solubiliser les constituants intracellulaires d'interets de la levure.
La reaction debute avec une augmentation de la temperature autour de 55-60°C pendant 48 heures
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a un pH de 5.5-5.7 (Ryan et Ward, 1985) permettant de fermenter les sucres de reserves de la levure
(principalement Ie glycogene). L'activite des enzymes endogenes augmente et 1'action des proteases
et des nucleases, agissant sur la membrane et la paroi cellulaire, diminue la selectivite de la cellule.
Ceci entratne la fuite vers 1'exterieur des constituants intracellulaires. L'extraction n'est jamais
complete car les parois cellulaires, comptant pour environ 20% de la levure (base solide, p/p),
retiennent des composes tels Ie glycogene et une partie du materiel azote demeure insoluble. Le
degre d'extraction depend de la temperature, du pH, du type de levure. L'autolyse peut etre acceleree
avec des agents qui causeront une plasmolyse comme Ie chlomre de sodium, Ie sucrose, 1'ethanol,
1'acetate d'ethyl et des melanges de sels et de solvants varies (Ryan et Ward, 1985; Sugimoto, 1974;
Rooij et Hakkaart, 1986).
Les bases et acides forts sont utilises pour ameliorer la degradation des proteines. Cette f 09011 de faire
entrame des pertes de certains acides amines moins stables tels Ie tryptophane ainsi que certaines
vitamines. Des reactions de Maillard entre les glucides et les acides amines lors de ces hydrolyses
sont souvent toxiques pour la croissance des microorganismes.
Les enzymes proteolytiques agissent sur les proteines de fa9on moins drastiques.fls travaillent a des
temperatures moyennes et sont specifiques pour certains liens peptidiques. Les proteines ne sont
done pas completement hydrolysees en acides amines mais en polypeptides de longueur variee. Par
exemple, la pepsine coupera la chame ou il y a un lien phenylalanine ou leucine (Dixon et Webb,
1979). Des glucanases et des nucleases peuvent etre ajoutees pour accroitre Ie degre d'extraction
des cellules levuriennes
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4 IMMOBILISATION DES BACTERIES
Les fermentations conventionnelles d'acide propionique ne sont pas economiquement competitives
avec la production par voie petrochimique a cause de la duree de la fermentation et des rendements
peu eleves en produits. Cependant 1'interet pour produire les acides propionique et acetique par
fermentation sur des substrats peu couteux est grandissant (Lewis et Yang, 1992). Une fermentation
propionique typique en cuve necessite environ 3 jours pour obtenir 2% (p/vol) d'acide propionique
montrant un rendement de moins de 60% (Hsu et Yang, 1991). On tente actuellement de mettre au
point des souches plus performantes par Ie biais de souches mutantes et recombinees genetiquement
(Woskow et Glatz, 1991). Malgre les resultats encourageants de cette approche, Ie procede de
fermentation a avantage a s'ameliorer. Laproductivite du reacteur peut etre amelioree par 1'utilisation
des cellules immobilisees tel que demontre par Champagne et al. (1989).
L'immobilisation consiste a retenir physiquement les cellules sur un support solide tout en
maintenant leurs proprietes metaboliques. Elles peuvent done etre utilisees de fagon repetee. Ainsi
la biomasse n'a pas a etre preparee pour chaque fermentation, les cellules sont plus stables et la
separation des cellules du produit en est facilitee. De plus il semble que les systemes a bacteries
immobilisees soient plus resistantes aux contaminations levuriennes ou phagiques (Champagne et
al. 1989; Prevost et Divies, 1988).
4.1 Inclusion dans 1'alginate
Trois methodes principales peuvent etre utilisees pour immobiliser les bacteries:
-1'attachement a un support: adsorbtion a une membrane, une matrice
-la formation d'un reseau intercellulaire: les levures floculentes, les grains de kefir
-1'inclusion: emprisonnement dans une matrice solide, un gel (Scott, 1987).
L'inclusion dans 1'alginate de sodium est une des technique la plus etudiee. L'alginate est un
polysaccharide constitue d'acide manuronique et d'acide glucuronique provenant des algues bmnes
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geantes (Macrocystis pyrifera ou Laminaria digitatd). C'est un compose hydrophile, dont les sels
sont retrouves en grande proportion dans les parois cellulaires. H est accepte pour les applications
alimentaires (Divies etal., 1989).
L'inclusion consiste a emprisonner la biomasse dans un reseau rigide permettant la diffusion des
nutriments et des produits. Cette technique permet d'utiliser de fortes populations microbiennes
ayant un haut taux de viabilite. La suspension cellulaire concentree par centrifugation est melangee
a 1'alginate de sodium (de 1 a 2% comme concentration finale) et versee goutte a goutte dans une
solution de chlomre de calcium. Une gelification s'ensuivra du aux interactions ioniques du cation
avec les groupements carboxyliques du polysaccharide. L'alginate presente une bonne force
mecanique et les billes d'alginate sont ainsi resistantes a la compression (Prevost et Divies, 1988;
Cheetam^a/., 1979).
H faut cependant mentionner que 1'immobilisation limite les transferts de masse, affectant
principalement la diffusion des nutriments vers les cellules et limitant la disponibilite de 1'oxygene
a la biomasse. La limitation de 1'oxygene peut possiblement etre benefique pour certains types de
precedes tel celui de la fermentation de 1'acide propionique. Le taux de diffusion est aussi influence
par la nature du gel utilise, sa concentration et la grosseur des billes d'alginate. Cette influence agit
sur la diffusion des produits vers 1'exterieur de la bille. Dans les fermentations alcooliques avec les
levures, la concentration d'ethanol est plus elevee a 1'interieur de la sphere (Divies et al. , 1994). Avec
des billes plus petites dans des fermentations lactiques, 1'inhibition due aux produits fut moins
prononcee qu'avec des billes plus grosses (Yabannavar et Wang, 1991). Les biomasses immobilisees
peuvent varier dans la densite cellulaire atteinte, la stabilite et sa resistance tout au long des reactions
fermentaires selon 1'etat de la culture proprement dite.
Tout de suite apres 1'immobilisation, les bacteries sont reparties uniformement dans Ie gel.
Cependant a la surface, les transferts de masse sont plus importants, encourageant une population
de surface a se developper. Le centre de la bille devient pratiquement un volume mort. Cachon
(1993) a demontre que 95% de la biomasse incluse est localisee dans une couche de 125 j^m
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d'epaisseur pres de la surface. Cette population represente une concentration de 20 a 30 fois plus
elevee qu'au centre de la bille. Notons toutefois que ces essais furent executes avec des bacteries
lactiques qui ont un taux de croissance nettement plus eleve que Propionibacterium. Le gradient de
substrats et de metabolites entre Ie centre et la peripherie est possiblement accentue dans Ie cas des
bacteries lactiques par rapport aux propionibacteries qui demontrent un taux de croissance plus
modeste. Quoi qu'il en soit, la grosseur des billes influencera la distribution de la population de
fa9on plus ou mains importante. De fait, plus la bille sera petite et mieux seront distribuees les
cellules a 1'interieur (Champagne et al., 1994). n faut cependant choisir un diametre offrant une
resistance mecanique adequate et assez important pour permettre une separation facile du milieu de
fermentation.
4.2 Relargage
Etant donne que des microcolonies se forment a la surface de la bille, certaines cellules sont
relarguees dans Ie milieu. Au niveau de la surface des billes, a 1'observation microscopique, des
fissures du gel sont visibles laissant s'echapper les cellules par les pores (Champagne et al. ,1994).
Certaines applications benificient de ce phenomeme comme 1'ensemencement en continu du lait pour
la production de yaourt (Prevost et Divies, 1988) ou la production d'acides organiques (Cavin et al.,
1985; Lewis et Yang, 1992).
Mis a part les caracteres morphologiques des souches utilisees, un effet de 1'age de 1'inoculum et de
sa quantite a ete observe sur Ie degre de relargage des cellules (Barbotin et al. 1990). La structure
macromoleculaire du gel de support a aussi un effet sur Ie degre de relargage des cellules. La
structure du gel d'alginate a son tour est influencee par Ie temps de gelification, la concentration du
cation, la viscosite, la temperature, Ie pH et Ie rapport d'acide guluronique/mannuronique de
1'alginate (Nava Saucedo et al., 1994). Par exemple, plus la concentration du calcium est elevee, plus
il y aura de canaux dans la structure de la bille, favorisant Ie relargage.
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4.3 Contaminations avec les cellules immobilisees
n semble que les bacteries immobilisees soient moins susceptibles d'etre contaminees qu'en cellules
libres en raison de la rapidite de la fermentation avec les cellules incluses (Kennedy et Cabral,
1983). Pour une biomasse destinee a des fermentations repetitives ou de longue duree, il est
essentiel d'en connaitre la resistance a la contamination. Champagne et al. (1989) ont demontre qu'en
fermentations successives en vrac, les levures ne reussissaient pas a s'implanter comme contaminants
dans un systeme de Lactococcus lactis immobilises. Un taux de croissance des contaminants bas
et Ie rin^age des billes entre chaque fermentation empechaient une telle implantation. Dans un
systeme en continu, une implantation serait d'autant plus difficile avec un taux de dilution eleve. H
est possible d'operer a de haut taux de dilution sans danger de lessivage du ferment grace a la
technologie des cellules immobilisees.
Malheureusement, 1'immobilisation des bacteries ne les protege pas toutes centre les attaques
phagiques (Champagne et al., 1988). H semble que les cellules relarguees dans Ie milieu soient
d'emblee attaquees par les phages. Lorsque des cellules de Lactococcus lactis immobilisees furent
exposees a des phages, 1'acidification n'etait pas affectee, indiquant que les cellules incluses etaient
protegees de la lyse (Steenson et al., 1987). H semble que les phages soient exclus des billes a cause
de leur taille superieure a celle des pores d'alginate (Klein et al., 1983). En plus, la croissance des
cellules immobilisees est ralentie dans les billes ce qui freine Ie cycle du phage qui a besoin d'une
cellule active pour se multiplier. On retrouve cependant des cellules en croissance active a la surface
des billes et elles sont probablement susceptibles d'etre infectees.
Jusqu'a tout recemment, seuls des phages contre Propionibacterium acnes, une espece cutanee
avaient ete decrits dans la litterature. Cependant, des bacteriophages attaquant P.freudenreichii ont
ete isoles de fromages suisses (Gauthier et al., 1995). Les phages proviennent principalement du lait
ce qui n'exclut pas la possibilite qu'ils soient contenus dans Ie ferment sous forme de prophage.
Malgre Ie fait que des phages se retrouvent en quantite importante dans Ie fromage suisse, leur
impact sur la production est probablement minime du au milieu solide dans lequel ils sont contenus,
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limitant leur propagation.
4.4 Reacteurs avec cellules immobilisees
H a ete demontre que Propionibacterium immobilise augmentait la performance du reacteur par
rapport aux cellules libres. Cavin et al. (1985) ont immobilise une souche commerciale dans
1'alginate pour produire des aromes de fromage suisse et de 1'acide propionique en continu. Les
cellules immobilisees offrent 1'avantage d'operer en continu sans risque de lessivage des cellules
meme a des hauts taux de dilution. Pendant la fermentation, Ie nombre de cellules contenues dans
les billes a augmente d'une unite log et Ie systeme a atteint la stabilite au bout de 60 heures. Le
bioreacteur fut maintenu dans les memes conditions pour une periode de 2 mois sans que les
particules ou que les cellules ne montrent des signes de defaillance. En 30 minutes dans Ie
fermenteur, une plus grande quantie d'acides volatils fut produite qu'en 96 heures en fermentation
unique.
Lewis et Yang (1992) ont propose un bioreacteur dans lequel les cellules de Propionibacterium sont
adsorbees sur une fibre spiralee presentant une large surface. Ce bioreacteur montra une productivite
de 3 a 4 fois plus grande qu'une fermentation conventionnelle. Le systeme a pu etre opere pour
plusieurs mois sans perte de productivite, sans probleme de colmattage, de degeneration ou de
contamination si souvent rencontres avec les autres types de reacteurs. Les auteurs ont remarque que
les cellules immobilisees de Propionibacterium produisaient plus d'acide acetique que les cellules
libres. De par sa nature, ce bioreacteur offre 1'avantage de pouvoir renouveller la biomasse car celle-
ci s'attache naturellement aux fibres. Ce caractere est essentiel a une operation de longue duree
generant des cellules inactives.
5 FERMENTATIONS PANAIRES
Des fermentations panaires ont ete effectuees afin d' evaluer une application commerciale potentielle
des extraits de levure fermentes par Propionibacterium. Ces extraits riches en acide propionique
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pourront servir d'agent antifongique dans Ie pain.
L'objectif de la fermentation panaire par la levure est de faire "monter" Ie pain et de lui leguer de la
saveur. La levure doit etre apte a assimiler les hydrates de carbone disponibles et les convertir en
C02 et alcool. Pendant cette phase initiate de la fermentation, des sous-produits sont formes
contribuant a la saveur et au conditionnement du gluten. Des enzymes peuvent etre ajoutes pour
rendre 1'amidon plus facilement assimilable a la levure.
Les levures utilisees enboulangerie sontprincipalementdes Saccharomyces cerevisiae selectionnees
pour leur aptitude a former du gaz rapidement et pour leur capacite a assimiler les sucres de maltose.
Le nombre de cellules de levure n'augmente pas pendant la levee car les levures ne se divisent pas
dans 1'environnement anaerobe de la fermentation. La levure contribue ensuite a la maturation de
la pate. Le pH acidifie apporte par la levure et 1'ethanol auront des effets sur Ie developpement de
la pate.
L'activite de la levure dans une pate a pain depend de 4 facteurs soit, les nutriments, la disponibilite
de 1'eau, la temperature et Ie pH.
5.1 L'activite de la levure
5.1.1- Les nutriments
Les sucres simples tels Ie glucose et fmctose sont facilement assimilables par la levure. La levure
devra assimiler tous ces autres sucres avant de produire la maltase hydrolysant a son tour Ie maltose
issu de 1'amidon. Le sucrose ne peut penetrer la levure avant d'etre hydrolyse en glucose et fmctose
par 1' invertase produite par la levure.
La farine fournit environ 1 % des sucres a la levure. A cette concentration, ce n'est generalement pas
suffisant pour produire un pain pleinement developpe. H existe deux fagons d'augmenter 1'apport
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glucidique soit en ajoutant directement des sucres a la formulation ou en ajoutant des amylases
agissant sur 1'amidon de la farine pour produire du maltose. La levure a une activite maximale
lorsqu'en presence de 4-6% (base poids farine) de sucre. A des concentrations superieures, la
pression osmotique diminue Ie metabolisme. En Amerique, generalement on fermente avec 8-10%
de sucre en compensant la perte d'activite par une concentration plus elevee de cellules (Reed, 1972).
5.1.2-La disponibilite de 1'eau
Dans une pate contenant moins d'eau comme dans les pains de specialite ou les brioches, la
fermentation sera plus lente. De meme dans une pate plus humide, parce qu'ils sont dilues, les
nutriments solubles dans 1'eau exerceront une pression osmotique moins elevee favorisant 1'activite
de la levure.
5.1.3-La temperature de la pate
La temperature est Ie principal facteur controle par Ie boulanger pour gerer la fermentation. Selon
les types de pains, on utilise des temperatures variant de 25 a 37 C. Une augmentation de 0.55 C
de la pate augmente la production de gaz de la levure de 4%. Pendant la fermentation panaire, de
la chaleur est generee, favorisant 1'activite de la levure.
5.1.4-Le pH de la pate
L'activite de la levure est favorisee par un pH acide. Generalement, Ie pH des pates a pain se situe
entre 4 et 6. Lors de la panification il y aura production de CO^ et d'acides diminuant Ie pH et
favorisant cette activite.
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5.2 Les ingredients du pain
5.2.1-Lafarine
La fonction principale de la farine dans Ie pain est de fournir les proteines et 1'amidon qui influencent
1'elasticite et la force de la pate. La farine contient entre 10 et 13% de proteines. Le gluten est
compose principalement de la glutenin et de la gliadin. Ces proteines s'hydratent avec 1'ajout de 1'eau
et Ie malaxage. D est reconnu que ces deux proteines ont un role important au niveau de 1'elasticite
de la pate. C'est grace a la structure du gluten que Ie gaz produit pendant la fermentation sera retenu.
La farine est constituee de 67 a 70% d'amidon. L'amidon du ble est compose de 1'amylopectine et de
1'amylose. Pour les granules d'amidon attenues (en d'autres termes abtmes), les enzymes ajoutes a
la pate, principalement de 1'amylase, convertiront 1'amidon en maltose. Le maltose servira de
nourriture a la levure et aidera au brunissement de la croute lors de la cuisson.
5.2.2-Le sel
Le sel a certes une fonction sur la saveur du pain. H a cependant un effet sur la levure de par
1'augmentation de la pression osmotique. II influence egalement la texture de la pate pendant Ie
malaxage. On utilise pour la plupart des recettes entre 1 .75 et 2.25% de sel (base poids farine). Une
augmentation de 0.2% de sel est suffisante pour retarder la fermentation. Le sel influencera aussi
1'elasticite de la pate et son gout.
5.2.3-Le sucre
Generalement, Ie sucrose est ajoute au pain comme substrat pour la levure. H est converti en glucose
et fmctose par cette derniere. Une partie de ce sucre est converti en CO^ par la levure pendant la
fennentation. Les sucres residuels contribuent au gout du pain et a son apparence lorsque ceux-ci
reagissent avec les proteines pour former une croute doree. Le sucre augmente 1'humectance et
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ameliore la stabilite du produit fini. H est utilise a des concentrations allant de 0 a 12% dans les
produits de boulangerie varies.
5.2.4-Agents de conditionnement
H existe plusieurs agents pour ameliorer Ie produit final. Entre autres, les mineraux comme Ie
monocalcium de phosphate pour controler Ie pH de 1'eau de la recette, les sels d'ammonium
fournissant de 1'azote a la levure et les agents oxidants comme 1'acide ascorbique servant a augmenter
la fermete de la pate de par leur action sur les proteines.
5.2.5-Lalevure
On trouve aujourd'hui la levure de boulangerie sous 2 formes:(l) fraTche qui doit etre refrigeree et
(2) seche pouvant etre conservee sans refrigeration. La forme fratche se presente soit en creme ou
comprimee comme un gateau. Sous cette forme la levure contient environ 70% d'humidite et ne se
conserve que 3 a 4 semaines a 4°C. La levure peut etre ajoutee directement au petrisseur sans etape
de rehydratation. Malgre une activite et une viabilite accrue des cellules, cette forme de levure est
cependant tres fragile lorsqu'exposee a des temperatures plus elevees que 4 C et a 1'oxydation
aggravee par un emballage exposant Ie gateau. Des mauvaises manipulations de la levure
comprimee favorisent 1'autolyse, entrainant la liberation de la glutathione de la levure. La glutathione
agit comme un agent reducteur sur Ie gluten et diminue la fermete de la pate. La pate devient
collante et moins elastique. Selon Ie type de farine utilisee ou Ie genre de pain desire, la levure est
ajoutee a des taux variant de 1.5 a 10% (base farine). Le pain blanc requiert de 2 a 5% de levure
compnmee.
5.2.6-Les huiles et les gras
Les corps gras sont ajoutes dans Ie but d'obtenir une pate ayant une texture plus moelleuse et
permettre 1'expansion des pores crees par la levee. Les pains fabriques avec ces ingredients ont plus
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de volume, retiennent plus d'humidite, ont une croute moins dure et sont plus facilement
tranchables. Des corps gras d'origine vegetale ou animale a des concentrations de 0 a 5 % (base
farine) sont utilises.
5.2.7-Les agents de conservation chimiques
Les ennemis du pain sont principalement les moisissures presentes sur presque tous les produits
contenant de 1'amidon. Le boulanger rencontre plus frequemment les especes appartenant au genre
Aspergillus, Penicillium et Rhizopus. Les moisissures sont plus tolerantes aux ecarts de temperatures
que les levures. Ainsi, elles pousseront lentement a la refrigeration ou des temperatures excedant
40 C. Le pain ideal contient un maximum d'humidite sans pour autant avoir de condensation dans
1'emballage rendant les conditions presqu'ideales pour la croissance des moisissures. Le pain est
principalement contamine lors de sa periode de refroidissement avant 1'etape d'emballage.
Les agents de conservation ne peuvent certes pas remplacer de bonnes pratiques sanitaires. Les
boulangeries devraient operer sous atmosphere positive pour diminuer 1'entree des microorganismes
de 1'exterieur. L'activite de 1'eau, la temperature d'entreposage et Ie pH final du produit auront un
effet important sur Ie taux de contamination du pain.
Certaines boulangeries utilisent 1'atmosphere modifiee constituee d'azote pour prevenir la croissance
des moisissures dans Ie produit fini lors de 1'entreposage. Cependant Ie consommateur ne beneficie
plus de cette protection lorsque Ie sac est ouvert.
Plusieurs utilisent des ingredients antimicrobiens pour retarder la croissance des contaminants sur
Ie produit. Un agent de conservation doit etre actif centre une variete de contaminants a basse
concentration, ne pas affecter 1c pH, ne pas modifier Ie gout du produit, etre soluble dans 1'eau et bien
entendu il doit etre peu couteux. Les agents de conservation sont classes en 2 categories: les agents
chimiques et les agents naturels. Les lois federales prescrivent d'inscrire qu'un produit chimique est
ajoute comme agent de conservation alors que les agents antimicrobiens naturels sont enumeres
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comme les autres ingredients. Le tableau 3 decrit Ie spectre d'action des agents de conservation
chimiques utilises en boulangerie.






4.5 ou plus bas
5.5 ou plus bas





mesentericus, peu d'effet sur les
levures
Levures, moisissures, plusieurs
bacteries sauf les lactiques
Tire de Antimicrobial Agents. 1986. American Institute of baking, technical bulletin, vol.8(2):
Depuis longtemps les sels de 1'acide propionique sont reconnus comme etant d'excellents fongicides.
Us inhibent non seulement les moisissures mais egalement certaines bacteries. L'ajout d'un sel
d'acide propionique previent un defaut de formation de chames (ropiness) dans la mie du pain
provoque par la bacterie Bacillus mesentericus. Les spores de cette bacterie survivent aux
temperatures elevees de cuisson et peuvent commencer leur croissance vegetative lors de la periode
d'entreposage.
L'acide propionique retarde la croissance des moisissures de 6 a 7 jours sans inhiber la fermentation
par la levure. Dans les produits de boulangerie, Ie propionate de sodium est plus utilise car on croit
que Ie calcium du propionate interagit dans les reactions de levee du pain. Les sels d'acide
propionique sont GRAS (Generally Recognized As Safe) et peuvent etre utilises dans Ie pain a une
concentration de 2000 ppm (base farine). Dans les muffins anglais ou les melanges a gateaux, la
concentration permise est doublee.
26
5.2.8-Agents de conservation "naturels"
Les consommateurs sont de plus en plus soucieux de leur alimentation et voient d'un oeil critique
1'utilisation des agents de conservation dans les ailments. Ces tendances vers 1'elimination des agents
de conservation chimiques du pain ou des autres produits de boulangerie tel Ie propionate calcium
augmente Ie risque de contamination par les moisissures ou par des souches de Bacillus (Holy, 1994).
Les agents de conservation chimiques peuvent etre remplaces par des produits d'origine naturelle. Le
vinaigre, Ie concentre dejus de raisin et des produits fermentes de cereales ou d'origine laitiere sont
des exemples d'agents de conservation naturels.
Une solution d'acide acetique est beaucoup moins efficace contre les moisissures que 1'acide
propionique. Ce produit peut egalement amener des odeurs indesirables dans Ie produits de
boulangerie. Le concentre de raisin est utilise dans les pains pouvant beneficier d'un changement de
couleur et d'un gout sucre. U est ajoute a des concentrations de 5 a 10 % (base farine).
On retrouve sur Ie marche des produits fermentes ayant des proprietes antifongiques. L'effet est
possiblement du a la production d'acides organiques (acide lactique, acide acetique, acide
propionique) pendant la fermentation. On rapporte cependant qu'il faut ajouter jusqu'a 10 fois la
concentration de 1'acide lui-meme pour obtenir la meme inhibition. Ces produits ne doivent pas etre
etiquetes comme agents de conservation, ce qui represente un avantage du point de vue de la mise en
marche.
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6 HYPOTHESES ET OBJECTIFS
6.1 Hypotheses
-D est possible de produire un agent de conservation d'origine naturelle par la fermentation d'un milieu
contenant une concentration elevee d'extraits de levure. La production du metabolite pourra etre
optimisee en utilisant des biomasses concentrees et en ajustant certains parametres de fermentation.
-L'utilisation du milieu fermente contenant de 1'acide propionique en panification augmentera la duree
de conservation du pain comparativement a un pain n'en contenant pas.
-L'utilisation du milieu fermente contenant 1'extrait de levure en panification augmentera 1'activite de
la levure lors de la levee du pain.
6.2 Objectifs
-Les fermentations permettront d'evaluer Ie potentiel de Propionibacterium freudenreichii ssp.
shermanii pour produire de 1'acide propionique sur un milieu contenant 7 et 10% d'extrait de levure.
-Divers parametres de fermentation seront etudier dans Ie but d' optimiser la production de composes
antifongiques sur milieu riche en extraits de levure.
-Les cellules immobilisees seront reutilisees en fermentations repetees dans Ie but d'en etudier 1'effet
sur la biomasse et sur la production de metabolites.
-Le pouvoir antifongique et stimulant pour la croissance de la levure des poudres provenant des
fermentations sera etudie sur des pains contenant les extraits de levure riches en acide propionique.
-Une methode rapide de denombrement pour Propionibacterium shermanii sera mise au point.
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CHAPITRE 11
PROCEDES DE FERMENTATION et PRODUCTION DES EXTRAITS RICHES EN
ACIDE PROPIONIQUE
1 INTRODUCTION
Les extraits de levure sont ajoutes aux milieux de culture comme source de facteurs de croissance.
Certains composes des extraits de levure ont ete identifies comme stimulateurs chez les bacteries
lactiques, particulierement les acides amines (Smith et al., 1975). Habituellement les extraits de
levure sont ajoutes au milieu de culture a une concentration de 0.5 a 2%. Nos essais ont etc effectues
a 7% d'extraits de levure et certains essais preliminaires a 10%. Ces concentrations furent choisies
selon Ie precede industriel d'autolyse generant des solutions ayant ces concentrations, fl a ete
demontre que Propionibacterium utilise plusieurs sources de carbone mais la croissance est plutot
lente. Dans un milieu contenant un substrat mixte de glucose et de lactate, Propionibacterium utilise
preferablement Ie lactate (Lee et al., 1974). Le lactate de sodium stimule la production d'acides
propionique et acetique (El-Hagarawy et al., 1954). Dans 1'eventualite d'une assimilation rapide du
lactate, une source carbonee pourrait possiblement stimuler la production des acides organiques
d'interet. Le glucose aete prefere au lactose car toutes les souches de Propionibacterium n'assimilent
pas Ie lactose.
De plus, etant donne que la souche Propionibacterium se caracterise par une croissance lente, il
apparaissait necessaire de concentrer les cellules sur un support d'alginate et ainsi d'eviter les longues
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periodes de latence.
Cette etude avait pour but d'optimiser un milieu a haute teneur d'extraits de levure pour la production
d'acide propionique, de verifier 1'effet des fermentations successives sur la stabilite des biomasses
incluses et de mettre au point une methode de denombrement de Propionibacterium. L'effet de la
qualite de 1'extrait sur la production de biomasse et d'acides organiques fut etudiee.
2 MATERIELS et METHODES
2.1 Microorganisme
La souche dGPropionibacteriumfreudenreichii ssp. shermanii fut obtenue de la collection du Centre
de Recherche et de Developpement sur les Ailments (St-Hyacinthe, Quebec) et porte Ie nom de code
Pr9000. La souche fut reactivee a partir d'une culture lyophilisee dans un milieu de rehydratation
contenant 1.5% de tryptone, 1.0% de peptone et 0.5% d'extraits de viande a son volume original
pendant 10 min a temperature piece. La souche fut ensuite resuspendue a 1% (v/v) dans un milieu
lactate pour les repiquages hebdomadaires et incubee a 30 C pendant 48 heures.
Un stock de la souche fut prepare en ajoutant 1 mL de la culture dans 4 mL d'un solution de lait
ecreme 20% (p/p) sterilisee a H5°C, 10 min et de glycerol 20% sterilisee a 121°C, 15 min. Le
melange fut ensuite congele a -70 C. A tous les mois, une culture congelee etait reactivee et repiquee
dans Ie milieu lactate 2 fois avant son utilisation.
2.2 Milieux de culture
Le milieu lactate (LAC) contenant 2% de lactate (sodium lactate 60%, Fisher, Nepean, Ont., Canada),
0.5% de peptones pancreatiques de caseines, 0.5% d'extrait de levure (Oxoid, Nepean, Ont., Canada)
et 0.5% de CaC^, autoclave a 121°C, 15 min a etc utilise pour les repiquages de la souche bacterienne
et comme milieu de reference. Pour les fermentations, Ie milieu YE contenant 7 ou 10% d'extraits
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de levure de sources variees, 2% de lactate a moins d'avis contraire et de 0.5% de CaC^fut utilise.
Pour les fermentations, Ie milieu fut supplemente de 1 % de glucose.
2.3 Immobilisation
La souche produite sur milieu lactate fut repiquee 2 fois avant d'etre utilisee pour 1'immobilisation.
La culture etait ensuite centrifugee a 5000 g, 15 min. et les cellules resuspendues dans de lapeptone
sterile a 0.1% pour les concentrer d'un facteur de 20. Les cellules concentrees etaient melangees a a
2% d'alginate (BDH, Sobalg 126) sterile dans un rapport de 1:1. Get alginate fut selectionne pour sa
grande force mecanique sous forme solide et sa faible viscosite sous forme liquide. La suspension fut
ajoutee goutte a goutte dans du CaCl^ a 0.1 M. Les billes etaient laissees dans Ie calcium 1 heure
pour permettre leur durcissement. Elles furent ensuite decantees du calcium et rincees avec de la
peptone a 0.1%.
2.4 Production des cellules libres
Pour les fermentations en cellules libres, Ie milieu lactate fut inocule avec 1% de la culture. Apres
incubation, les cellules furent centrifugees a 5000 g, 15 min et les cellules resuspendues dans de la
peptone 0.1% pour les concentrer 10X.
2.5 Mise au point des methodes de denombrement des bacteries viables
La methode classique de denombrement de P. shermanii fut comparee a deux methodes nouvelles
dans 1'espoir de diminuer Ie temps d'execution et Ie temps d'incubation de la souche. Dans tous les
cas lorsque la souche etait incluse dans 1'alginate, une portion des billes fut prelevee avec une puisette
(environ 0.5gramme), pesee et suspendue dans 100 mL de citrate de sodium a 1%. Les billes furent
ensuite homogeneisees a 1'aide d'un homogeneisateur Omni 2000 utilise a vitesse maximale pendant
1 min. L'homogenat etait dilue dans de la peptone sterile a 0.1% et Ie nombre de cellules viables
evalue. Lors des denombrements sur milieu solide, les plaques furent initialement incubees dans 3
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environnements differents: al'air, enjarre chandelle et en anaerobiose totale. Cependant, ils'avera
que notre souche est une bacterie anaerobie stricte et done les comptes suivants furent executes en
jarre anaerobie.
1. Denombrement sur milieu solide ("pour plate")
Propionibacterium fut denombre sur agar lactate constitue de 2% de lactate, 0.5% de peptones
pancreatiques de caseines 0.5% d'extraits de levure (Oxoid) et 1.5% d'agar. Apres avoir dissous les
ingredients, Ie milieu fut autoclave a 121°C pendant 15 min. Les plaques furent incubees 4 a 5 jours
a 30 C en conditions anaerobes dans des jarres en utilisant des enveloppes "Gas Pak" (BBL) pour
generer de 1'hydrogene (90%) et du CO^ (10%). Les colonies furent denombrees sur un compteur de
colonies standard.
2. Methode du Petrifilm
Cette methode est une modification de la methode des comptes viables sur milieu solide. Le Petrifilm
(Plate Count Agar, 3M, St-Paul, USA) est un systeme a double couche, rehydratable par 1'echantillon
dilue. Le film est ensuite incube a la temperature desiree. Trois variantes de Petrifilm sont
actuellement disponibles soit Ie compte total (Standard Methods agar), Ie compte coliforme (Violet
Red Bile agar) et Ie levures et moisissures (Potato Dextrose agar).
L'echantillon fut depose entre les films avec 1 mL de la dilution appropriee et il fut ensuite etale
avec 1'anneau fourni a cet effet en appliquant une legere pression sur la surface du film superieur. Les
plaques furent laissees ainsi 1 min pour permettre au gel de solidifier et furent ensuite placees a
1'icubateur a 30°C pendant 24-48 hres. Les colonies furent denombrees sur un compteur de colonies
comme pour les plaques d'agar. Les colonies apparaissaient comme des points rouges du au colorant
tetrazolium (TTC) present.
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3. Methode du Live Dead BacLight
Cette methode consiste en une observation microscopique en fluorescence. Le melange de colorants
fourni par Ie manufacturier (Molecular Probe, CA, USA) est specifique pour certains composes des
membranes cellulaires. Le Live/Dead Baclight Viability Kit utilise un melange d'acides nucleiques
de vert fluorescent et de rouge fluorescent (Ie propidium d'iode). Lorsqu'utilise seul Ie colorant vert
(SYTO 9) colore toutes les bacteries d'une population. Au contraire, Ie propidium d'iode penetre
seulement les bacteries ayant des membranes endommagees, competitionnant avec Ie colorant SYTO
9 pour les sites d'attachement des acides nucleiques. Ainsi les bacteries viables offrant une bonne
integrite membranaire se colorent en verts et sont visibles avec un filtre 1^, alors que les cellules
mortes ou abimees seront rouges et observables avec un filtre N2. Cette methode offre 1'avantage
certain d'une reponse rapide et directe et de determiner Ie taux de viabilite de la culture.
Lors du denombrement, 50 |nL de la culture furent resuspendus dans 1 mL d'eau sterilisee par
filtration. L'echantillon fut centrifuge 5 min dans une microcentrifugeuse a 10000 g pour retirer toute
trace de milieu. Le culot fut resuspendu dans 1 mL d'eau filtree. A cet echantillon, 3(iL des colorants
prepares selon les recommandations du manufacturier furent ajoutes. Le melange fut ensuite incube
dans Ie noir a 22°C pendant 30 min. Apres 1'incubation, Ie melange fut ajoute a 1 mL d'agar refroidi
a 45°C (0.7%, Difco, Detroit, Mi.,USA) contenu dans un tube sterile. Apres agitation, 10 ^1 du
melange culture/agar furent preleves et places entre lame et lamelle. L'observation microscopique
se faisaitimmediatement apres la preparation. Les bacteries oranges/rouges (mortes) furent observees
avec un filtre N2 530-580 nm (Leitz, Suisse) et pour les vertes (vivantes) avec un filtre ^ 450-490 nm
(Leitz) sous huile a 1000X de grossissement. Le champ microscopique fut mesure a 1'aide d'une lame
graduee (Fisher). Au mains 10 champs furent denombres pour chaque echantillon et chaque
echantillon fut execute en duplicata. La moyenne des champs fut multipliee par Ie facteur
microscopique calcule pour la lame et Ie champs microscopique specifique (annexe B). Tous les
denombrements microscopiques furent compares a une mise en plaque sur milieu lactate et sur
Petrifilm en anaerobiose complete.
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2.6 Analyse des metabolites
Les echantillons provenant des milieux de culture ou de fermentation furent centrifuges a 3000 rpm
pendant 20 min. pour retirer les cellules. Le surnageant fut ensuite filtre a 1'aide de membranes micro
poreuses de 0.45 ji (Filtres HVLP, Millipore, Milford, Mass., USA). Les sucres contenus et les acides
produits furent mesures par HPLC basee sur la methode de Doyon et al. (1991). Les echantillons
furent injectes a 1'aide d'un echantillonneur automatique 717 de Waters (Mississauga, Ont., Canada)
sur une colonne Aminex HPX 87H (300 X 7.8 mm) de BioRad (Mississauga, Ont, Canada)
maintenue a 40°C couplee a une pre-colonne de garde. L'eluant etait compose d'acide sulfurique
0.008N (Baker, Toronto, Ont., Canada) et son debit etait maintenu a 0.4 mL/min. Les composes furent
detectes par un moniteur d'indice de refraction 410 de Waters maintenu a 40 C. Les donnees furent
recueillies et analysees par Ie logiciel Millenium 2.10 de Waters. Les solutions etalon (glucose, acides
lactique, acetique et propionique), qui out permis de quantifier les echantillons, etaient des standards




Certaines fermentations furent effectuees dans des flacons de 1L ensemences avec 20% de la souche
(c'est-a-dire avec 200 g de billes par litre de milieu) et incubes avec agitation de 100 rpm pour
maintenir les billes en suspension dans Ie milieu. Les fermentations furent effectuees dans Ie milieu
a 7% d'extraits de levure (YE) additionne de 0.5% de CaC^ pour eviter la depolymerisation des billes
lors de la fermentation. Les fermentations etaient maintenues a 37 C. Pour effectuer des
fermentations successives, les billes etaient decantees sterilement dans unBuchner, rincees avec 100




Les fermentations generant les poudres fermentees ont ete realisees dans un bioreacteur Biostat M,
B. Braun (Allemagne) de 1.7 litre (planche 1) en utilisant un volume de 1 litre. L'inoculum en bille
etalt aussi constitue de 20% de bille (p/vol). La temperature fut maintenue a 37°C et 1'agitation fixee
a 60 rpm. A la difference des fermentations en flacons, Ie pH fut controle a 6.2 avec du NaOH 5N.
Les milieux utilises etaient tous constitues de 2% de lactate, 1% de glucose, 0.5% de CaCl2 et de 7
% d'extraits de levure. Trois extraits de levure differents furent utilises soit 1'extrait Oxoid (0x2100),
qui est un extrait de levure de boulangerie utilise pour la production des microorganismes; un autre
extrait de levure de boulangerie produit par la compagnie Lallemand (La3065) et finalement un extrait
de levure de brasserie produit par la compagnie Champlain (Ch0700). Apres 48 heures de
fermentation, les billes furent decantees, rincees et resuspendues dans du milieu frais dans Ie
bioreacteur sterilise. Trois fermentations successives furent effectuees pour chaque extrait utilise
avec les memes billes. Les trois milieux fermentes furent analyses (denombrement bacterien, HPLC)
et congeles a -20 C jusqu'au moment du sechage.
2.8 Sechage par atomisation
Au moment du sechage, les milieux fermentes furent decongeles, et leur pH ajuste a 7.0 avec du
NaOH 5N pour eviter que les acides organiques contenus dans les milieux ne se volatilisent. Les
milieux furent places sur une plaque agitatrice pour as surer 1'homogeneite du milieu pendant Ie
precede.
Le sechoir utilise etait un mini-sechoir atomiseur de Btichi B-191 (Flawil, Suisse, planche 1) d'une
capacite maximale de debit d'air de sechage de 35 m3/h. Le debit d'air d'entree etait maintenu constant
a 700 mL/h. Environ 50 mL d'eau furent passes au prealable pour ajuster la temperature de sortie du
sechoir. L'aspiration fonctionnait a 100 % de la capacite. La temperature d'entree du produit fut fixee
a 150°C ce qui avec Ie debit d'entree de pompe de produit utilise resultait en une temperature de sortie
de 107-110 C. La pompe d'entree de produit fonctionnait a 10 % de sa capacite
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maximale equivalent a environ 200 mL de milieu seche a 1'heure. Le sechoir etait demonte etlave
entre chaque milieu. La poudre recuperee de chaque fermentation et de chaque essai etait pesee et
entreposee a 4 C dans un contenant scelle.
2.9 Analyse statistique
Les resultats obtenus sont les valeurs moyennes de 2 essais independants. Le logiciel Instat fut utilise
pour comparer 1'effet de la source de 1'extrait sur les rendements en acide propionique et sur 1'effet des
fermentations successives. Les barres d'erreur sur les figures representent 1'erreur standard calculee
sur la moyenne.
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Fermentcur Biostat M, Braun de 1.7 litre
Sechoir atomiseur Buchi, B-l 91
PIanche 1: appareils utilises pour la production des poudres
riches en acide propionique
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3 RESULTATSet DISCUSSION
3.1 Resultats des methodes de denombrement
1. Atmosphere d'incubation
Chaque essai fut execute a partir d'une culture differente produite sur bouillon lactate. Lorsqu'incube
a 1'air ou enjarre chandelle, il n'y a pas d'apparition de colonies ni sur Petrifilm, ni sur milieu solide
lactate meme apres 14 jours. Le feuillet de Petrifilm n'a done pas reussi a reduire suffisamment les
tensions d'oxygene pour permettre a la souche de croTtre. Les essais suivants furent done tous incubes
dans des conditions anaerobies strides.
2. Petrifilm vs Lactate
Sur Petrifilm, notre souche de Propionibacterium forme des colonies rouges demontrant qu'il reduit
Ie chlomre de triphenyl de tetrazolium (TTC). Les faibles differences obseervees avec Petrifilm et
avec lactate sont probablement dues a un stress thermique mains grand lorsque la bacterie est
ensemencee sur Petrifilm que lorsque coulee dans 1'agar a 450C. Lorsque denombre sur agar, on
recommande de couler Propionibacterium dans 1'agar (pour plate) pour reduire 1'exposition du
microorganisme a 1'oxygene. La correlation entre la methode du Petrifilm et milieu lactate est
cependant tres bonne (0.97) (figure 1). H n'y a pas de difference significative entre la methode de
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Petrifilm (cfu/mL X108)
Figure 1. Relation entre la methode du Petrifilm et la mise en plaque
pour Ie denombrement de Propionibacterium
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3. Microscopic en fluorescence
Le protocole propose par Molecular Probe n'est pas con^u pour denombrer les microorganismes mais
pour les observer uniquement. Dans notre cas, la concentration du colorant et Ie temps d'incubation
coloration/souche ont ete doubles pour augmenter la fluorescence. De plus pour eviter les
mouvements bacteriens, une faible concentration d'agar a 45 C fut ajoute au melange. La correlation
(r ) entre Ie denombrement par fluorescence et croissance sur plaque est faible. Elle est de 0.44 pour
la methode microscopique et Ie Petrifilm et de 0.52 pour la methode microscopique et Ie
denombrement sur milieu lactate. Les comptes obtenus avec 1'observation microscopique sont
significativement moins eleves que sur Petrifilm ou milieu lactate. On observe de 2 a 10 fois moins
de microorganismes viables sur lame que sur Petri (figure 2). Lors de 1'observation, il fallait
constamment manipuler la vis du micrometrique pour visionner les bacteries en position plus basse
dans 1'agar. On a observe des phenomenes de quench lorsque les echantillons etaient en suspension
dans des solutions visqueuses (Rost, 1992). L'epaisseur du film de la suspension (lOj^L) aurait
possiblement avantage a etre reduit au minimum toujours en couvrant la surface a cause de sa forme
solide. L'amvee de la lumiere en fluorescence se fait par Ie haut de 1'echantillon et il est possible que
la lumiere n'ait pas excite les fluorochromes du fond ou que la fluorescence ne soit pas visible.
La mise au point d'une methode de denombrement directe comme celle du Molecular Probe exige de
nombreuses repetitions comparatives avec la methode de denombrement conventionnelle. La courbe
de correlation doit egalement etre etalee sur un echelle refletant plusieurs situations de croissance.
Le seuil de detection se trouve cependant eleve a 1 x 10 cfu/mL etant donne qu'un tres petit volume
de culture est observe a la fois (voir annexe B pour un exemple de calcul du facteur microscopique).
H serait done necessaire, avec multiples repetitions, d'etaler la courbe de 1 x 106 cfu/mLjusqu'a 1 x
10 cfu/mL pour determiner son equation et determiner Ie coefficient de correlation.
L'observation directe avec ces colorants commerciaux demeure done une methode alternative




















Figure2. Comparaison entre les methodes de denombrement
pour Propionibacterium
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meme pour Ie Petrifilm. fl etait egalement tres aise de denombrer les bacteries et de distinguer les
mortes (rouges) des vivantes (vertes) car les cellules montraient une coloration fluorescente intense
sur un fond noir (planche 2). L'avantage de cette technique reside dans sa rapidite d'execution et
d'obtention des resultats. De plus, 1'observation revele 1'etat de la culture en differenciant les mortes
des vivantes. Sous certaines conditions cependant, 1'integrite membranaire d'une bacterie peut etre
compromise et quand meme etre capable de se reproduire; ces bacteries ayant ete denombrees comme
mortes dans 1'essai. De meme, certaines bacteries peuvent etre qualifiees de vivantes a 1'observation
microscopique sans etre capables de se reproduire dans un milieu solide.
Les principaux desavantages de la methode directe de denombrement sont sa faible sensibilite (haut
seuil de detection) et sa dependance des facteurs environmentaux comme la temperature. Ie pH, la
viscosite et la force ionique du milieu. De plus, nous avons observe des phenomenes de palissement.
L'intensite de la fluorescence diminuait de fagon remarquable specialement lorsqu'expose a la lumiere
du microscope (photobleaching). Cette reaction nuit considerablement a la quantification des
biomasses. On pense que Ie palissement est du a une reaction entre Ie fluorophore et 1'oxygene qui
formera un produit non fluorescent (Rost, 1992). H faut done observer la lame des sa coloration et
denombrer immediatement. Les colorants sont souvent consideres comme toxiques et mutagenes
(comme 1'acridine orange et la fluorescein). U faut done prevoir des methodes de protection pour la
manipulation des frottis, ce qui complique 1' observation microscopique.
La methode du Petrifilm peut done etre utilisee avec 1'assurance que les comptes refletent ceux des
raise en plaque conventionnelles. Tant qu'a la methode en microscopie, elle necessite de la mise au
point et des etudes comparatives pour etre consideree comme fiable.
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Planche2 : Propionibacterium en microscopic en fluorescence 1000X
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4. Denombrement lors des etapes de fabrication de billes
L'immobilisation d'une culture concentree implique plusieurs manipulations qui pourraient s'averer
stressantes pour la culture utilisee. Ainsi, les etapes d'homogeneisation, de centrifugation, de
depolymerisation, d'immobilisation ont ete evaluees pour leur effet sur la viabilite de P. shermanii.
Tableau 1. Effet des etapes d'immobilisation et d'homogeneisation sur la viabilite de P. shermanii
Manipulations effectuees
Culture-mere sur lactate
Homogeneisation avec Omni 2000 de la culture-mere
Trempage 30 min. dans peptone et homogeneisation
Trempage 30 min. dans citrate et homogenisation
Culture non concentree, immobilisee
Culture non concentree, immobilisee, trempage dans CaC^
Culture centrifugee, immobilisee dans 1'alginate



















*exprimee en cfu/g de bille ou mL de suspension
Le tableau 1 revele que les etapes d'immobilisation et d'homogeneisation pour Ie denombrement ont
peu d'effet sur la biomasse utilisee. Ainsi, lorsqu'homogeneisees avec 1'Omni 2000 1 min. a vitesse
maximale, Ie nombre de cellules a legerement augmente par rapport a la culture-mere peut-etre du
aux amas ou aux chames qui ont ete brises par 1'homogeneisation. De meme, les trempages de la
culture-mere dans la peptone ou Ie citrate ont etc benefiques pour la biomasse. H a ete demontre que
certaines souches de Propionibacterium sont capables de metaboliser Ie citrate (Hettinga et Reinbold
Ji, 1972). Dans les fromages, Ie citrate sera reduit par les propionibacteries lorsque Ie lactate est
present.
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L'immobilisation dans 1'alginate a reduit Ie nombre de cellules viables mais d'une fagon beaucoup
moins importante lorsque les cellules etaient concentrees. Le trempage dans Ie calcium ne semble
pas affecter la souche. Dans Ie but de decouvrir si 1'alginate a un effet toxique pour la souche
Propionibacterium, une culture fut inise en plaque dans Ie milieu lactate contenant des concentrations
variant de 0 a 2 % d'alginate, ce qui correspond aux concentrations rencontrees lors du processus
d'immobilisation. (Tableau 2).
Tableau 2. Effet de 1'alginate sur la viabilite de la souche
Mise en plaque
Lactate
Lactate additionne de 1% d'alginate





L'alginate n'affecte pas de fa9on significative la biomasse. Malgre une tendance a la baisse de la
biomasse selon les traitements, les colonies se sont developpees au meme rythme et leur grosseur etait
semblable dans tous les cas. H y aurait cependant un avantage certain a verifier la compatibilite de
la souche avec differents alginates et de s'assurer que 1'alginate est neutre quant a son effet sur la
sume des populations encapsulees.
3.2 Concentration en extraits de levure
Le choix d'une concentration en extrait de levure fut fixe par rapport a la croissance de P. shermanii
et aux rendements en acide propionique. Le milieu lactate (LAC) nous servit de milieu de reference
en comparaison avec les milieux riches en extrait de levure (YE). Les deux autres milieux
contenaient 7 et 10 % (p/p) d'extrait de levure. Pour ces essais preliminaires, Ie milieu ne contenait
pas de glucose. Les milieux furent inocules avec 1 % des cellules libres non concentrees de la souche
produite sur milieu lactate (LAC). Les biomasses furent denombrees apres 48 heures de fermentation
alors que les metabolites furent analyses au bout de 5 jours.
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La souche de P. shermanii montrait une bonne croissance meme aux concentrations elevees de
solides dans Ie milieu (tableau 3). Cependant les analyses chimiques revelent qu'a 10 % d'extrait, peu
d'acide lactique est metabolise au bout de 24 heures alors qu'a 7 % de solides, presque la moitie du
substrat est metabolise. De meme au bout de 5 jours, 2 fois plus d'acide propionique fut obtenu avec
Ie milieu contenant 7 % d'extrait de levure. H faut cependant noter que les rendements en acide
propionique etaient superieurs avec Ie milieu lactate qu'avec les milieux riches en extrait de levure.




















*exprime en g/100 mL de milieu
Le milieu YE 7 % a donne significativement moins de biomasse que Ie YE 10% cependant les
rendements en acide propionique furent superieurs a 7 % et se rapprocherent des rendements obtenus
avec Ie milieu lactate. Etant donne que c'est Ie rendement en acides organiques qui importe et non
en biomasse, Ie milieu YE 7% a done ete selectionne car il semblait plus approprie pour la production
d'acide propionique. De plus, Ie rapport propionate/acetate est plus bas avec 10% d'extrait de levure
ce qui n'est pas desirable.
Chez les bacteries lactiques, on a observe des phenomenes de decouplage entre la croissance
bacterienne et 1'acidification. On associt ce phenomeme a la temperature, a la baisse de pH ou a
F accumulation du lactate (Champagne et al., 1992; Champagne, 1998). Dans Ie cas du milieu YE 7%,
les acides, meme a ces concentrations elevees, ne semblent pas etre a 1'origine du phenomene de
decouplage car Ie milieu LAC a produit autant d'acides et une bonne biomasse. Meme sans glucose
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ajoute, les pH ont diminue de la meme fa9on dans les milieux a haute teneur d'extrait de levure soit
de 1.2 unite alors que dans Ie milieu lactate, Ie pH se situait a 0.8 unite plus bas a la fin de
1'incubation. H semble done que 1'inhibition de la fermentation serait davantage attribuable a la nature
du milieu YE 10%. La forte teneur en solides semble inhiber Ie metabolisme de la souche sans
affecter labiomasse finale. Des phenomemes similaires ont ete observes avec des bacteries lactiques
ayant pousse sur un milieu riche en extraits de levure (Gaudreau et al., 1997)
3.3 Fermentations successives en Hacons
Lors des premiers essais de fermentations avec les billes, au bout de la 4 ieme fermentation, les billes
s'etaient completement dissoutes. n faut dire egalement qu'une perte de fermete a ete observee lors
des premieres fermentations. Le calcium ajoute au milieu de fermentation (0.5%) a corrige la
situation. Les billes ont perdu quand meme de la fermete au cours des fermentations mais sont
demeurees integres.
Avec des cellules concentrees, Ie nombre de cellules n'a pas augmente de fagon importante dans les
billes meme au terme de 3 fermentations (figure 3). Le milieu lactate a favorise la production de
biomasse compare au milieu riche en extraits de levure. Le milieu lactate a rendu une population de
bacteries significativement plus elevee que Ie milieu extrait de levure (P(0.05). Dans Ie milieu lactate,
les populations ont demontre une meilleure croissance avec une population qui se maintenait autour
du 10 cfu/g de billes alors que Ie milieu YE 7% a rendu une biomasse 3 fois moins importante et
qui diminuait au bout de la 2ieme fermentation. Lors de fermentations simples, labiomasse relarguee
est passee de de 1 X10 5cfu/mL a 5 X 10 cfu/mL. Cependant, pour les fermentations successlves,
Ie nombre de cellules relarguees dans les milieux LAC et YE a augmente d'un facteur de 100 au cours
des 3 fermentations, ce qui demontre que les milieux etaient aptes a supporter la croissance de la
souche d'interet.
Les essais preliminaires ont demontre que la souche de P. shermanii etait capable de croTtre sur Ie
























- -D - YE 7%-non concentrees
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Figure 3. Effet du milieu et de la population initiale de
Propionibacterium dans les billes
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qu'aucun effet significatif ne soit observe sur la viabilite de la souche. Dans tous les essais, sauf dans
les essais preliminaires, une culture concentree fut utilisee lors des fermentations. Dans Ie but de
verifier si Ie peu de croissance serait du a une inhibition de croissance des populations bacteriennes
dans la matrice d'alginate, une population non concentree fut ensemencee dans les milieux lactate et
YE 7% avec la difference que ces milieux furent additionnes de 0.5% de calcium pour eviter une
depolymerisation des billes lors des fermentations successives. La figure 3 montre qu'il y a croissance
dans les billes avec une culture non concentree et ce, dans les 2 milieux mais de £09011 beaucoup mains
importante dans Ie milieu a haute teneur en extraits de levure, ce qui supporte les observations
obtenues avec les cellules libres. La difference entre les populations produites par les 2 milieux est plus
importante avec les cellules non concentrees. Les populations provenant de la culture concentree ont
atteint des quantites plus importantes au terme des fermentations successives par rapport aux cellules
non concentrees et ce, avec les 2 milieux. Cette observation a done oriente Ie procede vers 1'utilisation
d'une culture concentree dans les billes pour sauver du temps de chargement des billes et pour en plus
obtenir des populations plus importantes. Cette methode diminue les risques de contaminations dues
a un compte cellulaire peu eleve au debut, aux longues fermentations et aux manipulations multiples
lors du chargement des billes.
-Effet du milieu sur la croissance cellulaire
H est generalement reconnu que Propionibacterium tolere mieux les conditions acides en presence du
lactose comme substrat par rapport au lactate. De meme, plusieurs auteurs recommandent d'ajouterune
source carbonee pour la production d'acides organiques chez Propionibacterium (Tield et Lichstein,
1957 et 1958; Lewis et Yang, 1992. Lors de la mise au point du milieu de production deux
concentrations de lactate (let 2 %) et quatre concentrations de glucose (0,1,2,3 %) dans Ie milieu YE
7% pour un total de 8 milieux en tout furent evalues. Ces milieux furent fermentes en flacons
legerement agites. L'extrait de levure (La3065) utilise dans la composition du milieu fut fourni par
la compagnie Lallemand.
Les populations des billes provenaient d'une culture concentree 10 fois. Les billes furent d'abord
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ensemencees a 20% (p/vol) dans les milieux respectifs pour permettre aux cellules de s'acclimater aux
conditions de croissance particulieres a chaque traitement. La fin de cette premiere fermentation de
48 h constituait Ie temps 0.
Le concentre cellulaire avant 1'ensemencement dans les milieux etait constitue en moyenne de 3.2 x
10 cfu/g de billes. Un peu de croissance s'est produit lors de la periode d'acclimatation dans les
differents milieux (figure 4) mais de fa^on generate, une baisse de la population dans les billes au bout
de 44 heures de fermentation est observee pour tous les milieux.
-Effet du milieu sur la consommation des substrats
Dans Ie milieu YE 7% constitue de 1 % de lactate, tout Ie lactate est metabolise au bout de 12 heures
par la culture immobilisee, peu importe la concentration initiale de glucose (figure 5). Quant au milieu
contenant 2% de lactate, ce dernier disparaTt completement au bout de 24 heures seulement. La figure
5 montre que Ie fait de contenir du glucose diminue legerement la vitesse d'assimilation du lactate par
les bacteries. Dans tous les cas cependant, Ie lactate est completement utilise.
Quant au glucose, il ne montre qu'une baisse legere au bout de 44 heures de fermentation (figure 6).
La concentration de glucose est pratiquement demeuree la meme dans Ie milieu contenant 2% de
lactate. Dans les milieux ne contenant pas de glucose, Ie pH ne baisse que tres faiblement lors de la
fermentation passant de 6.5 a 6.2 apres 48 heures. Cependant en ajoutant du glucose aux milieux, il
est possible qu'une baisse consequente de pH limite la consommation du glucose. Contrairement a ce
qui a ete fait pour les fermentations en flacons, il serait souhaitable de controler Ie pH pour favoriser
la consommation complete des substrats. Les concentrations de glucose initiales dosees par HPLC
sont plus basses qu'escomptees probablement parce que les echantillons ont ete preleves apres 1'ajout
des billes et que Ie glucose a eu Ie temps de diffuser d'une fagon plus ou moins importante dans les
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Figure 4. Effet de la concentration de glucose sur la biomasse incluse
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Figure 5. Consommation du lactate dans les milieux YE
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Figure 6. Consommation du glucose dans les milieux YE
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-Effet du milieu sur la production des acides organiques
Dans les milieux a 1 et 2% de lactate, independamment de la concentration initiale de glucose, la
souche a produit en moyenne 0.72 et 1.03 g/100 mL d'acide acetique respectivement (figure 7). Dans
Ie milieu 1% lactate et plus concentre en glucose, la production d'acide acetique fut ralentie au depart
pour ensuite rattraper les concentrations atteintes dans les autres milieux. La concentration initiale du
lactate a significativement influence la concentration finale de 1'acide acetique (P<0.05), une
concentration de 2% donnant 70% de plus d'acide acetique.
La production d'acide propionique fut influencee par la concentration initiale des substrats. Les
concentrations finales d'acide propionique etaient en moyenne de 1.9 g/100 mL pour Ie milieu a 2%
de lactate alors que 1.2 g/100 mL fut obtenu pour les milieux contenant 1 % de lactate au depart (figure
8). La concentration initiale de 1'acide propionique se situait autour de 0.4 g/100 mL au temps 0
probablement du a 1'accumulation de 1'acide dans les billes ayant deja subi une pre-fermentation.
Dans Ie milieu a 2% de lactate, la concentration maximale de produits etait obtenue au bout de 24
heures, alors que la production continue faiblement dans Ie milieu a 1 % de lactate. Dans Ie milieu a
1% de lactate, tout Ie lactate fut metabolise en moins de 15 heures mais la production d'acide
propionique augmentait meme sans glucose ajoute. Seul Ie milieu contenant 2% de lactate sans glucose
a donne un rendement significativement moins eleve que toutes les autres contenant du glucose
(P<0.001). Le milieu YE contenant 2 % de lactate et 1 % de glucose fut done selectionne selon les
rendements d'acide propionique obtenus. Malgre un metabolisme un peu plus long avec 2% de lactate,
la concentration finale d'acide propionique etant d'environ 63% plus elevee pour Ie milieu lactate 2%
demontre que la composition de ce milieu est plus appropriee pour la production des acides organiques
avec cette souche. A 2% de lactate, des rendements de 1.1 g d'acide propionique/100 mL de milieu
d'acide propionique et de 0.88 g d'acide acetique/100 mL d'acide acetique auraient du etre retrouves.
Des rendements beaucoup plus eleves en acide propionique ont etc obtenus, laissant supposer que
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Figure 8. Production d'acide propionique dans Ie milieu YE 7%
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3.3 Fermentations successives en bioreacteur
Trois extraits de levure differents furent utilises dans Ie but d'en connaTtre les effets sur la production
de biomasse et les rendements. Malgre 1'agitation par pals dans Ie reacteur, les billes se sont bien
conseryees au cours de fermentations successives. Pour les fermentations en reacteur, les billes ne
furent pas acclimatees au milieu de production. Cependant, Ie milieu LAC qui a servi a produire la
biomasse contenait du glucose.
-les substrats
Des la premiere fermentation, tout Ie lactate est metabolise tel que trouve lors des fermentations en
flacons. De fait, apres la lere fermentation, Ie glucose etait encore present a 0.4 g/100 mL de milieu
et ce pour tous les extraits utilises. Cependant a la 2 ieme fermentation, Ie glucose ne se retrouvait plus
dans Ie milieu, comme si les cellules avaient induit des mecanismes d'assimilation plus efficaces. Au
niveau de la consommation des substrats, les trois extraits ont donne des resultats similaires.
-les produits
Le fait de recycler les cellules semblait ameliorer la production d'acide acetique tel que demontre par
la figure 9. Les concentrations finales etaient cependant similaires pour les 3 extraits de levure, et ce
pendant les trois fermentations.
Pour 1'acide propionique, Ie meme phenomene fut observe. La concentration finale a augmente de
fa9on significative avec Ie recyclage des cellules (figure 9). Au bout de 3 fermentations, 1'acide
propionique atteint une concentration finale de 2.2 g/100 mL, ce qui est similaire aux concenfrations
obtenues lors des fermentations en flacon. Au bout de 3 fermentations, la production a augmente
encore un peu. Lors de la premiere fermentation, 1'extrait Oxoid stimulait la production des acides.






























Figure 9. Evolution des composes lors des fermentations successives
avec Ie milieu YE 7 formule avec 3 extraits differents. 58
-la biomasse
La population initiale dans les billes avant les fermentations fut evaluee a 1.37 X 10° CFU/g (soit
10.13 en unite log). Comme Ie demontre la figure 10, ily a eu de la croissance dans les billes par
rapport a la population initiale. Elle demeura stable a 1.41 X 10 UFC/mL pour les deux
fermentations subsequentes, sauf dans les billes utilisees avec 1'extrait Champlain, ou une
augmentationjugee significative (P<0.05) fut notee. La microscopie electronique d'une population de
Propionibacterium encapsulee et contenue dans milieu Oxoid revele une matrice loin d'etre saturee
en cellules (planche 3, photo C). L'espace physique ne semble done pas etre Ie facteur limitant de la
croissance.
3.4 Production des poudres
Chaque milieu de fermentation fut seche par atomisation de fa9on individuelle. Pour chaque essai
done, 9 poudres furent produites et analysees pour leur contenu en acides organiques. Malgre un
precede qui se deroulait bien et rendait des poudres de bonne qualite, peu de rendement en terme de
recuperation de poudre fut obtenu. Par exemple pour Ie milieu Lallemand qui en theorie aurait du
donner environ 30 g de poudre pour 400 mL atomise (car Ie milieu contenait 7% d'extrait, 0.5% de
calcium, 1% de glucose et des cellules) n'a rendu qu'environ 11 grammes d'extrait fermente. Les































Figure 10. Effet de 1'extrait de levure utilise sur la production de biomasse
dans Ie milieu YE lors de fermentations successives
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Tableau 4. Rendements de poudre obtenue pour les extraits fermentes






















Les poudres ne contenaient plus de glucose saufcelles provenant de la premiere fermentation. L'acide
lactique n'a pas ete detecte dans les poudres. Beaucoup d'ecart a ete observe dans les concentrations
d'acides propionique et acetique obtenues lors des sechages (figure 11). Dans un milieu contenant
environ 10% de solides comme Ie milieu YE, Ie sechage a concentre Ie milieu de 10 fois. Avec des
milieux de fermentation contenant autour de 0.8% d'acide acetique et de 2% d'acide propionique, les
rendements de ces acides dans les poudres demontraient qu'il n'y a pas eu de perte majeure du a la
volatilisation lors du sechage (figure 11).
Etant donne que les poudres provenant de la premiere fermentation contenaient du glucose, elles n'ont
pas ete utilisees avec les poudres issues des 2 et 3 ieme fermentations. Malgre les differentes
compositions, les autres poudres ont ete utilisees de la meme fa9on dans les fermentations panaires.








































Figure 11. Contenu en acide acetique et propionique des poudres fennentees
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4 CONCLUSION
Une meilleure biomasse a ete obtenue avec Ie milieu lactate qu'avec Ie milieu YE 7%. Cependant une
excellente production d'acide propionique a eu lieu dans Ie milieu YE 7%. Le glucose a 1% a ameliore
les rendements en acide propionique sans toutefois augmenter la production d'acide acetique.
n n'y a pas eu de croissance importante dans les billes lorsque les cellules de depart etaient
concentrees. Les propionibacteries montrent done un decouplage entre la croissance et la production
de metabolites et ce tout au long de la fermentation. Etant donne que 1'espace physique ne semble pas
limitant, il est legitime de soupgonner Ie fait que la souche est un anaerobe stricte soit responsable de
1'absence de croissance. L'encapsulation diminue les transferts d'oxygene mais surtout vers Ie centre
de la bille. Lors de la mise au point des methodes de denombrement, il a ete demontre que la presence
d'oxygene meme sous tension reduite (jarre chandelle) empechait la croissance de la souche de
Propionibacterium utilisee pour cette etude. Lors des fermentations preliminaires en flacons avec des
cellules libres, les cultures n'etaient pas agitees pour maintenir des conditions reduites en oxygene.
Dans ces conditions, il y a eu croissance cellulaire. En billes cependant, les flacons ou les reacteurs
ont ete legerement agites (60 a 100 rpm) pour maintenir les billes en suspension et eviter les gradients
de substrats, de pH et de metabolites. L'agitation a possiblement introduit de 1'oxygene limitant la
croissance mais pas assez pour etre toxique et empecher Ie metabolisme cellulaire. Cependant, les
resultats obtenus avec les cellules non concentrees sous les memes conditions experimentales ne
corroborent pas cette hypothese (figure 3) car il y a eu croissance dans les billes lors de la lere
fermentation avec les cellules non concentrees. Chez les bacteries lactiques, ce phenomene de
decouplage entre la croissance et la production d'acide est generalement du a une baisse de pH. Etant
donne que Ie pH etait controle dans les bioreacteurs, la croissance a pu etre ralentie par 1'epuisement
des substrats. Ainsi, la figure 10 montre qu'il y a eu croissance dans les billes lors de la lere
fermentation alors qu'un peu moins de 0,4 g/100 mL de glucose est encore disponible aux cellules.
Lors des fermentations suivantes, tous les substrats sont metabolises, limitant la croissance de la
biomasse, compromettant meme la survie des cellules encapsulees.
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Planche 3. Microscopie en balayage de Propjonibacterhim immobilise dans une matrice d'alginate.
64
Begin et al. (1992) ont observe que Ie lactose n'etait pas completement metabolise lors de la lere
fermentation expliquant 1' augmentation des rendements en acides propionique et acetique au cours des
fermentadons suivantes. Etant donne Ie fait que Ie lactate est disponible et a proximite des cellules
colonisant la surface de la matrice, ces cellules utilisent preferentiellement Ie lactate laissant les sucres
encore disponibles aux cellules internes. Le fait d'etre a la surface de la bille confere un avantage
certain sur la population interne de la bille. Les substrats sont directement disponibles et les produits
immediatement dilues dans 1'environnement. La disparition totale du lactate en mains de 24 heures
est probablement attribuable aux cellules de surface. Les cellules intemes doivent subir un delai pour
crottre plus ou mains prolonge selon la vitesse de diffusion des produits vers Ie centre de labille. De
plus, ces cellules risquent d'etre exposees plus longtemps aux metabolites produits. L'utilisation des
sucres a 1'interieur de la bille laisse done supposer une baisse de pH et done la formation d'un gradient
de pH du centre vers 1'exterieur de la bille. Contrairement aux resultats obtenus lors de la presente
etude, Cavin etal. (1985) ont observe une augmentation de 10 fois des microorganismes dans les billes
lors de 1'adaptation de la biomasse au systeme en continu. Dans des conditions plus semblables aux
notres, lors d'usages repetes de P. acidipropionici immobilise dans de 1'alginate, Glatz et Paik (1994)
ont note une baisse du nombre de cellules viables dans les billes.
Neronova et al. (1967) ont relie Ie faible taux de croissance de P. shermanii avec 1'accumulation des
acides dans Ie milieu. Us ont mis en evidence 1'effet nocif du propionate sur la croissance par rapport
a 1'acetate. H est possible done que les cellules ne se reproduisent pas du a 1'accumulation des acides
organiques dans la bille, augmentant avec les fermentations repetees.
Les rendements augmentent avec Ie recyclage des cellules. Begin et al. (1992) ont note que 1'acdvite
fermentaire des cellules augmentait avec les usages, se stabilisant au bout de la 3ieme fermentation.
Les rendements depassent de peu les rendements theoriques. H peut s'agir d'une accumulation des
acides dans les billes provenant de la fermentation precedente qui s'additionne a la production de la
fermentation en cours. Considerant que la biomasse constitue 20% du milieu et qu'elle est
completement saturee en acide propionique, (c'est-a-dire 1'intedeur de la bille) une concentration
finale d'environ 1.92 g/100 mL de milieu aurait du se retrouver a la fin de la 2ieme fermentation. Une
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concentration un peu plus elevee de 2.2 g/lOOmL fut observee a la fin des fermentations. Pour
s'assurer qu'il ne s'agit d'un phenomene d'accumulation, il aurait fallu laisser tremper les billes dans
une solution neutre de rin9age pour eliminer les traces de milieu des fermentations precedentes. Des
travaux anterieurs ont montre qu'un temps de trempage de 30 min. etait necessaire pour liberer les
metabolites encapsules (resultats non publics).
Les rendements etant tres acceptables, la biomasse semble done accessoire dans Ie cas present. H
faudrait cependant verifier combien de temps et pour combien de fermentations les cellules tiendraient
Ie coup. Une atmosphere d'azote dans Ie reacteur pourrait possiblement ameliorer Ie precede et
permettre 1'utilisation de la biomasse a plus long terme. De plus, 1'utilisation du lactate plutot que du
lactose ou glucose est preferable car la production des acides acetique et propionique a partir d'un
hydrate de carbone diminue Ie pH du reacteur alors qu'avec Ie lactate, Ie pH varie peu. Pour eviter de
controler Ie pH et ainsi simplifier Ie procede, les sucres peuvent etre omis. Tel que recommende par
Cavin et al. (1985), les sucres ne devraient pas etre utilises comme substrat lorsque des fermentations
repetees sont prevues afin d'eviter un gradient de produits et de pH dans la bille. n a ete demontre que
lorsque Ie lactose etait utilise comme substrat, la densite cellulaire finale etait plus importante qu'avec
Ie lactate. Les temps de fermentation sont cependant similaires independamment des substrats, ce qui
suppose qu'une propionibacterie fermente plus rapidement Ie lactate que Ie lactose (Lewis et Yang,
1994).
De plus, Paik et Glatz (1994) ont demontre que la production d'acide propionique etait diminuee
lorsque plus de 18 mM de CaCl^ etait utilise dans Ie milieu avec P. acidipropionici. Nous avons utilise
presque Ie double de la concentration recommendee. Chez P. shermanii, Jain et al. (1991) ont
demontre que Ie CaC03 ajoute au milieu avait un effet benifique prononce sur les rendements en acide
propionique a cause du pouvoir tampon accru du a sa presence et du complexe calcium de propionate
qui est mains inhibiteur chez Propionibacterium que la forme libre de 1'acide. Champagne et al.
(1989) ont egalement remarque que Ie Ca(OH)2 favorisait 1'activite fermentaire lorsqu'utilise comme
agent neutralisant par rapport au NaOH. L'effet du calcium aurait avantage a etre investigue pour la
production d'acide avec P. shermanii surtout si un controle externe de pH est utilise.
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Le procede pourrait possiblement etre ameliore si des fermentations en continu etaient utilisees comme
Boyaval et Corre (1987) 1'ont demontre a partir d'un permeat de lactosemm. Us ont combine une
fermentation en continu avec Ie recyclage des cellules par ultrafiltration. Cavin et al. (1985) ont utilise
la meme biomasse pendant 60 jours en observant une activite metabolique plus grande lorsque les
cellules furent utilisees en continu plutot qu'en lot (batch). Cependant dans les fermentations en
continu, les concentrations finales de produits retrouves dans 1'effluent sont souvent faibles,
augmentant les couts associes a la separation et purification des composes d'interets. L'utilisation des
cellules immobilisees dans un systeme alimente de substrats a interval reguliers (fed batch) permet
d'obtenir une haute productivite (grace aux cellules immobilisees) et une concentration finale elevee
de produits. Ce procede est probablement celui qui serait Ie mieux adapte a la production d'acide
propiomque.
Les rendements en acide propionique ont ete plus influences par Ie fait de recycler les billes que par
la nature de 1'extrait proprement dit. A la premiere fermentation, 1'extrait Oxoid a contribue a une plus
grande production d'acides acetique et propionique que les autres. Au cours des fermentations
suivantes, cette tendance disparait.
Colombian et al. (1993) ont utilise des sources d'azote variees dans un reacteur en continu. Les extraits
de levure ont donne des rendements superieurs en acide propionique compare aux levures desactivees,
autolysees, aux extraits de poissons, aux hydrolysats de ble et de mais et aux proteines de lactosemm.
En plus, des extraits testes, c'est Ie LS65 de Lallemand (Ie meme extrait que dans la presente etude)
qui a Ie mieux performe en terme de production d'acide propionique. Dans les systemes en continu qui
utilisent 1'ultrafiltration, les mannanes (provenant des ecorces de levures) ont tendance a fonner un film
bloquant les membranes du systeme de filtration. Avec Ie LS 65, ce probleme technique fut moins
prononce.
Contrairement a ce qui a ete trouve dans les annees 50 par Field et Lichstein (1957; 1958), Anderson
et al. (1986) ont demontre que la croissance et la production d'acide propionique par P. shermanii
etaient inhibees par un lactosemm sterilise particulierement a des concentrations de solides
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superieures a 2%. Hs ont compense cette inhibition en augmentant la concentration en extraits de
levure. Du precede de sterilisation a haute temperature du lactoserum surviennent des reactions de
Maillard, reactions entre la portion aminee libre des proteines et Ie groupe aldehyde du lactose
resultant en la diminution de la valeur nutritive du milieu. Bodie et al. (1987) ont demontre qu'une
sterilisation a ultra-haute temperature permettait d'obtenir de meilleurs rendements en acide
propioniqueetqu'un milieu contenantjusqu'a 18% de solidespouvaitetre utilise. L'effetdutraitement
thermique du milieu sur la production d'acide propionique aurait tout avantage a etre investigue.
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CHAPITRE HI
EFFET ANTIFONGIQUE ET BIOSTIMULANT DES EXTRAITS DE LEVURE RICHES
EN ACIDE PROPIONIQUE
1. INTRODUCTION
A la sortie du four, la temperature de la surface du pain se situe autour de 180°C et est libre de toute
contamination, la cuisson ayant detruit les microorganismes presents. Durant la periode de
refroidissement, Ie pain se recontamine generalement avec des spores de moisissures provenant de
1'atmosphere.
L'acide propionique est un agent de conservation largement utilise en panification. H a ete demontre
qu'il existe une synergie entre les acides organiques comme agents antimicrobiens (Adams et Hall,
1988; Bibek et Daeshel, 1985). Etant donne que 1'extrait de levure contient egalement de 1'acide
acetique, il augmente Ie potentiel andfongique de 1'extrait de levure fermente.
Le fait d'ajouter de 1'extrait de levure dans les pains aura possiblement une incidence sur la
panification, la texture et Ie gout du pain. Recemment il y a un interet grandissant pour les produits de
boulangerie ayant un gout et une couleur prononces ce qui a amene 1'utilisation d'ingredients tels Ie
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lait fermente par des bacteries lactiques variees (Gelinas et al., 1992). L'ajout de 1'extrait de levure,
s'il s'avere attrayant pour Ie precede de panification, aurait avantage a etre essaye dans les pains de
specialite ou les pates de cereales plus completes. Dans 1'etude actuelle, les extraits ont ete ajoutes
a une recette de pate classique afin de deceler facilement les effets de 1' ajout. Le but principal demeure
cependant une augmentation de la duree de conservation des pains et une biostimulation de la levure
en fermentation panaire par 1'extrait de levure.
2 MATERIELS ET METHODES
2.1 Production de suspensions de spares
Les souches de moisissures selectionnees furent fournies par la compagnie Culinar, Montreal. A
partir de Petri contenant Ie mycelium, une loupe de moisissures de chaque souche fut striee sur une
autre boite de Petri contenant un milieu PDA (Potato Dextrose Agar, Difco). Les boites furent incubees
a 30°C pendant 14 jours pour permettre la spomlation. Une solution de peptone (1% p/v) et de
glycerol (20% v/v) fut deposee sur les spares (6 mL par boite) et les spares furent recoltees avec une
tige de verre et congelees a -70°C. Apres 48 heures, la suspension fut de nouveau denombree sur PDA.
2.2 Production des pains
Pour la fabrication des pains, les ingredients sees furent melanges 15 secondes dans un petrin Hobart,
modele C-100, dont 400 g de farine Robin Hood, 12 g sucre, 8 g de sel, 12 g de graisse vegetale, 12
g de levure humide, 8 g de gluten, et lorsqu'applicable 4 g d'extrait de levure fermente ou non. L'eau
(225 g) et 1160 ppm d'acide ascorbique (base de poids/farine) furent ajoutes aux solides et petris
jusqu'a 1'obtention d'une pate elastique homogene se deployant mince comme un papier de sole sans
se briser (5 a 7 min de petrissage). Un temps de repos de 30 min sous un linge humide a la temperature
piece fut alloue a la pate. La pate fut ensuite separee en 2 boules de 345 g et fa9onnee dans un laminoir
avant de passer a 1'etuve controlee a 35 C et 82% d'humidite. Le temps de levee du pain etait detennine
en fonction du volume atteint par la pate et mesure selon la hauteur de la pate au-dessus des rebords
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du moule. Les pains furent ensuite cuits dans un four a convection pendant 12 min. a 415°F et refroidis
sur une grille pendant 1 heure pour ensuite etre peses, trnaches, emballes et congeles a -20 C. Les
pains furent analyses pour leur contenu en acides organiques et en sucres. Pour ce faire, 10 g de mie
furent homogeneises dans 100 mL d'eluant du HPLC, H2S04 0.008N. Les echantillons furent
centrifuges (3000 X g pendant 20 min.) et filtres sur une membrane de 0.45jim (filtres HVLP,
Millipore). Us furent ensuite injectes sur une colonne Aminex (HPX 87H) tel que decrit au chapitre
precedent. Sur les figures, les barres d'erreur representent 1'erreur standard sur la moyenne.









































1. TEM: pain temoin fabrique sans extrait, sans acide
2. PROP: pain temoin additionne de 2000 ppm d'acide propionique
3. OX: pain fabrique avec 1'extrait Oxoid non fermente
4. POX: pain fabrique avec 1'extrait Oxoid fermente par Propionibacterium
5. LS: pain fabrique avec 1'extrait Lallemand non fermente
6. PLS: pain fabrique avec 1'extrait Lallemand fermente par Propionibacterium
7. CH: pain fabrique avec 1'extrait Champlain non fermente
8. PCH: pain fabrique avec 1'extrait Champlain fermente par Propionibacterium
71
2.3 Ensemencement des pains avec les moisissures
Les pains furent decongeles la veille de 1'experimentation. Les bases des pains furent tranchees de
fa9on a entrer dans une barquette et que la partie superieure ne touche pas a 1'emballage. Les inocula
de spares decongeles furent dilues dans la peptone de 0.1% de fa^on a obtenir 10 spores/mL. Deux
gouttes de 10 pL furent deposees a la surface des pains pour chaque souche de moisissure. Les pains
furent emballes et places dans une chambre a 20°C. La croissance des moisissures fut observee chaque
jour en mesurant Ie diametre des mycelia sans ouvrir les sacs. Les Penicillium etaient aisement
differencies des Rhizopus par leur couleur verte alors que ces derniers presentent des spores noires.
2.4 Effet biostimulant des extraits sur la levure
2.4.1-En panification
Des pates a pain furent fabriquees telles que decrites precedemment pour verifier 1'effet stimulant de
1'extrait sur la levure en panification. Les traitements etudies sont les memes que pour 1'effet
antifongique des extraits (tableau 1). Les pates furent separees en portions de 50 grammes et deposees
dans des contenants de verre dans un bain thermostate a 37°C. La formation de gaz par la levure fut
suivie sur une periode de 90 minutes par 1'appareil Rhisograph (Oregon, USA) couple a un ordinateur
pour 1' acquisition des donnees. Six contenants par traitement furent demarres en meme temps et 2
essais par extrait ont ete executes.
Apres la cuisson, les pains furent peses et leur volume mesures par deplacement de graines de colza
pour ensuite etre tranches sur un tranchoir mecanique. Deux tranches provenant de la partie du milieu
de chaque pain furent prelevees et numerisees a 1'aide d'un scanner HP Deskscan et des logiciels
Photoshop 3.0 et Sigma scan Pro 2.0. L'analyse a permis de mesurer la surface totale des trous, leur
nombre, leur diametre moyen et leur rondeur, Ie chiffre 1 representant un trou parfaitement rond et Ie
0 une ouverture en ellipse. Pour illustrer la variabilite, des barres d'erreur identifiant 1'erreur standard
sur la moyenne sont presentees sur les figures.
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2.4.2 -En production de biomasse de Saccharomyces cerevisiae
A partir de levure humide commerciale utilisee en panification, une colonie fut isolee et servit de
culture-mere pour les essais en laboratoire. La souche de Saccharomyces cerevisiae fut produite et
maintenue sur milieu YM (Difco) a 37 C pendant 24 a 48 heures. La souche fut repiquee a tous les 4
jours. Saufdans les essais preliminaires, Ie milieu de base utilise etait compose de 1% glucose, 0.2%
d'extrait de malt et de 0.05% d'extrait de levure provenant des fermentations. Pour les essais
preliminaires, la concentration d'extrait de levure a varie de 0.05 % a 0.15% (p/vol), Ie but etant
d'obtenir une bonne croissance des levures sans toutefois depasser la portion lineaire de la courbe de
densite optique. Le milieu fut sterilise a 121 °C pendant 15 min. Les milieux furent ensemences avec
1.0% de levure produite sur milieu YM et distribues en portion de 250 jjL dans les puits de plaque de
Bioscreen. Cinq puits par traitement furent ensemences. Deux temoins ne contenant aucun extraits de
levure furent egalement ajoutes, 1'un deux fut ensemence avec la levure tandis que 1'autre sterile
constitua Ie blanc. Le milieu fut maintenu a 37 C et une lecture de la densite optique a 600 nm aux
10 minutes fut effectuee suite a une agitation moyenne de 1 minute sur une periode de 24 heures.
3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1 Effet de 1'addition des extraits sur les pains
L'analyse d'image a demontre que 1'addition des extraits de levure n'a pas d'effet significatif sur la
surface totale des trous de la mie. Les extraits fermentes n'ont pas influence la surface totale des trous,
ni leur surface moyenne (figures 1 et 2). Les pains sans extrait ajoute mais additionnes d'acide
propionique ressemblaient aux temoins.
De fa^on generale les pains contenant des extraits fermentes etaient plus volumineux que ceux
contenant des extraits non fermentes; 1'exception provenant de 1'extrait Champlain (tableau 2).
Cependant ces differences ne sont pas significatives (P)0.05). L'analyse statistique (Chi test) a


















Figure 1. Surface totale des trous dans les















Figure 2. Surface moyenne des trous selon
les ingredients utilises
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Les pains contenaient tous une concentration importante d'acide propionique, les concentrations
variant de 0.15 a 0.23 g d'acide propionique par 100 g de pain (figure 3). Cependant Ie temoin
propionique etait celui qui en contenait Ie plus et Ie pain fabrique avec un extrait fermente Lallemand
Ie moins. II est normal d'observer mains d'acide propionique avec cet extrait car c'est celui qui en
contenait Ie moins au depart dans la poudre. U a ete decide de ne pas corriger pour la difference en
concentration d'acide propionique dans les poudres. Les pates temoin propionique contenaient environ
600 ppm de plus que les pains experimentaux fabriques avec les extraits fermentes. La norme
maximale americaine etant de 2000 ppm, les pains temoins de propionique ne seraient pas conformes
car ils contenaient au total 2300 ppm d'acide propionique. Les pains contenant des extraits non
fermentes ne contenaient pas d'acide propionique. Cependant tous contenaient de 1'ethanol (figure 4).
De fa^on generale, les pains contenaient des concentrations en ethanol semblables au temoin saufpour
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Figure 3. Acide propionique contenu dans les pains
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3.2 Effet antifongique des extraits sur les pains
La presence des moisissures a la surface des pains ne fut perceptible qu'apres 5 jours d'incubation
(tableau 3). Les pains contenant de 1'acide propionique n'en montrerent qu'apres 16 jours d'incubation
et seul Ie Rhizopus a pousse. Dans tous les cas, les pains contenant les extraits fermentes ont ete
proteges significativement plus longtemps contre les moisissures que ceux contenant les extraits non
fermentes (P>0.05). Par exemple, les pains fabriques avec 1'extrait Oxoid non fermente out montre
des signes de contaminations au bout de 8.5 jours en moyenne alors que ceux contenant 1'extrait
fermente ne s'est contamine qu'au bout de 10 jours. En plus de diminuer 1'apparition des moisissures,
les extraits fermentes ont freine leur croissance. Ainsi, lorsque 1'extrait Champlain fut utilise, au bout
de 10 jours, les pains etaient completement recouverts de moisissures alors que Ie diametre moyen des
colonies de moisissures se situait autour de 2 cm au bout de 14 jours pour les pains contenant Ie meme
extrait fermente.
Tableau 3. Effet antifongique des extraits sur les pains



















Cependant, par rapport au temoin, 1'addition des extraits fermentes ou non n'a pas augmente ni
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diminue laperiode de conservation des pains. Des differences significatives ont ete trouvees entre les
traitements et Ie temoin propionique qui tel que mentionne plus haut depassait de 300 ppm la norme
permise en acide propionique.
3.2 Effet biostimulant en panification
3.2.1-Sur Ie metabolisme de la levure de boulangerie
Pour verifier 1'effet de 1'ajout des extraits dans les pates a pain, des pates non cuites ont ete placees
dans des conditions simulant la fermentation panaire et la production de gaz fut suivie sur 90 min. par
Pappareil Rhizograph. Les essais dans les pates a pain ont montre des effets interessants de la
fermentation des extraits sur la stimulation de la fermentation panaire. Pour tous les extraits dans Ie
Rhisograph, il y a eu significativement plus de gaz produit par la levure lorsque 1'extrait ajoute etait
fermente compare au non fermente (P<0.05). Par rapport aux temoins qui ne contenaient pas d'extrait
de levure, il n'y a pas eu de difference significative dans la production de gaz lorsque les extraits,
fermentes ou pas, furent utilises dans la recette sauf pour 1'extrait Oxoid qui a diminue de fa9on
significative 1c metabolisme de la levure (figure 5). Des observations similaires ont ete obtenues avec
la surface moyenne des trous dans les pates a pain cuites.
Le fait de fermenter un extrait semble augmenter Ie pouvoir de stimulation du metabolisme de la levure
etant donne que tous les extraits fermentes ont augmente de fagon significative la production de gaz
dans les pates a pain par rapport aux extraits non fermentes. Le fait done d' aj outer un extrait de levure
dans les pates a pain ne represente pas d'avantage ni de desavantage pour la fermentation panaire.
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Figure 5. Effet de 1'ajout des extraits de levure sur la
production de gaz dans les pates a pain
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L'ajout d'acide propionique dans les pates a pain a inhibe la fermentation panaire car environ 20% de
mains de gaz a ete produit comparativement au temoin. Les pains fabriques avec 1'ajout d'acide
propionique ont ete defavorises de fa9on significative pour la production de gaz par rapport a tous les
autres traitements a 1'etude. Dans ce cas-ci, la concentration d'acide propionique n'a pas ete evaluee
par HPLC dans les pates fratches mais il est probable qu'encore cette concentration depasse celle
permise par la loi des ailments et drogues. Ainsi, une telle concentration (environ 2300 ppm) serait
inhibitrice du metabolisme de la levure. La nature de 1'extrait semble peu importer pour Ie
metabolisme de la levure etant donne qu'il n'y a pas eu de difference significative entre la production
de gaz avec tous les extraits fermentes ou non, c'est-a-dire que les extraits non fermentes de
Lallemand, Champlain et Oxoid ont contribue a une production de gaz se situant autour de 208 mL
alors que les extraits fermentes ont produit environ 225 mL de gaz peu importe la nature de 1'extrait.
3.2.2-Sur la croissance de la levure- concentration de 1'extrait
Avec 1'extrait Oxoid, a 1.5 g/1, la densite optimale se situait autour de 1.3 alors qu'a la meme
concentration, 1'extrait Champlain ne montait qu'a 1.1 de densite (figure 6). Dans tous les cas, 1'extrait
a favorise la croissance de Saccharomyces dans Ie milieu minimal par rapport au temoin. Etant donne
que Ie milieu Champlain montre une bonne difference entre les concentrations de 1.0 et 1.5 g/1
d'extrait et que les rendements maximaux ne sont pas atteints avec cet extrait, des concentrations de
1.5 g/1 ont ete utilisees pour les tous les extraits etudies (fermentes ou non). Dans Ie cas des extraits
non fermentes Oxoid et Lallemand, peu de difference a ete observee entre ces deux concentrations.































1 Oxoid 0.5 g/I
2 Oxoid 1.0 g/I
3 Oxoid 1.5 g/I
1 Lallemand 0.5 g/1
2 Lallemand 1.0 g/I
3 Lallemand 1.5 g/1
1 Champlain 0.5g/I
2 Champlain 1.0 g/1















Figure 6-Effet de la concentration d'extraits de levure sur la
croissance de Saccharomyces cerevisiae
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3.2.3-Discrimination entre les extraits
Pour obtenir les courbes de croissance de Saccharomyces cerevisiae. Ie milieu non ensemence fut
soustrait de la courbe de croissance. Un milieu non ensemence fut done produit pour chaque
formulation ainsi qu'un milieu ensemence ne contenant pas d'extrait de levure (temoin sans extrait).
La figure 7 demontre que 1c milieu minimal etait formule de fa9on a discriminer entre les extraits. Le
milieu sans extrait a donne de pietres biomasses pour Saccharomyces (0.20 unite de densite optique).
L'extrait ayant Ie moins bien performe au niveau de la croissance est 1'extrait Champlain ayant donne
des densites optiques inferieures a 0.5, ce qui est nettement inferieur a celles obtenues lors des essais
preliminaires avec les extraits non fermentes (figure 6). Cependant la meme chose est vraie avec les
autres extraits. H s'agitplus d'une comparaison relative entre les extraits qu'entre les valeurs obtenues
d'un essai a 1'autre. L'etat physiologique du microorganisme en cause soit Saccharomyces cerevisiae
etait probablement un facteur determinant de la D.O. maximale atteinte dans chaque cas. H est
interessant d' observer que la fermentation des extraits a encourage la biomasse finale de la levure pour
les extraits provenant de levure de boulangerie (Oxoid et Lallemand). Les extraits qui ont donne les
biomasses les plus importantes sont 1'extrait Lallemand fermente et 1'extrait Oxoid fermente (figure
7). Dans Ie cas de 1'extrait Champlain, la fermentation de 1'extrait semble avoir nui a la croissance
de la levure car la densite maximale et Ie taux de croissance obtenus avec 1'extrait fermente sont plus
bas qu'avec Ie non fermente. Le fait d'utiliser un extrait fermente meme s'il encourageait une
biomasse plus importante, semblait diminuer les taux de croissance (j^) et ce pour les 3 extraits utilises
(tableau 4).












































(3) Lallemand non fermente
(4) Oxoid non fermente
(5) Champlain non fermente
(6) Champlain fermente
(7) Temoin sans extrait
.-7
10 12 14 16 18 20 22 24
Temps de fermentation (heures)
Figure 7. Effet de la fermentation des extraits de levure
sur la croissance de Saccharomyces cerevisiae.
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4 CONCLUSION
fl a ete demontre que 1'ajout d'extrait de levure influence peu les qualites visuelles du pain. Ainsi la
quantite et la grosseur des trous de la mie, Ie volume final des pains et la production de gaz par la
levure n' ont pas ete influences par 1' ajout des extraits de levure fermentes ou non dans les recettes par
rapport aux temoins; ce gui en soi represente un avantage pour 1'industde de la boulangerie qui
n'aurait pas a modifier ses recettes pour camoufler des effets indesirables apportes par 1'ajout
d'extraits de levure.
Cependant des differences significatives ont ete trouvees entre les extraits fermentes et les non
fermentes par rapport a la production de gaz. Les essais effectues avec Ie Rhisograph montrent des
differences plus marquees entre les traitements que ceux effectues dans les pates a pain cuites. La
production de gaz par la levure demeure superieure lorsque les extraits sont fermentes par rapport aux
non fermentes. Cependant, la production de gaz obtenue avec Ie Rhizograph n'est pas
significativement associee au volume des pains cuits. Le pH des pates a pain n'ont pas ete evalues
selon les traitements mais il est reconnu que Ie pH doit se maintenir entre 4.5 et 5.5 pour favoriser
1'activite de la levure (Reed, 1972). L'ajout des extraits dans la recette a pu augmenter son pH initial
et defavoriser certaines reactions enzymatiques de la levure. Le fait d'utiliser des extraits fermentes,
done riches en acides organiques, a possiblement retabli de bonnes conditions de fermentation pour
la levvre en panification. Dans les recettes americaines, du lait ecreme en poudre est ajoute pour
augmenter la production de gaz. On attribue cet effet au pouvoir tampon de cet ingredient (Lai, 1984)
ce qui traduit Fimportance du pH en panification.
Dans la preparation de ferment pour pate a pain, il a etc demontre que 1'addition d'extrait de levure
dans Ie milieu favorisait la production de gaz sans toutefois influencer Ie nombre final de cellules, la
grosseur des cellules ou Ie nombre de cellules bourgeonnantes (Lee et Geddes, 1959). La nature des
sucres fermentescibles en presence de 1'extrait de levure influence de fagon importante la production
de gaz. Un melange de glucose/maltose (1/9) a ameliore la production de gaz d'environ 25%. Utilise
seul, Ie maltose commande un long delai d'induction qui est contrecarre par 1' ajout d'une quantite plus
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faible de glucose ou de sucrose (Lee et Geddes, 1959).
Pour fermenter et croitre la levure a besoin d' azote, de phosphate pour la transformation et 1' activation
des substrats, ainsi que d'autres ions inorganiques comme Ie magnesium, cofacteur de toutes les
kinases, et de certaines vitamines (Reed, 1972). La plupart de ces nutriments sont contenus dans la
farine. Dans la pate, Ie principal facteur limitant est 1'azote. Generalement, des melanges d'acides
amines et de sels d' ammonium sont ajoutes. L' aj out d'une source azotee inorganique diminue Ie temps
de montee de fa^on significative mais non la quantite de gaz produit. D'autre part, lorsqu'un concentre
proteique de levure (CPL) de boulangerie fut ajoute a une pate a pain, une augmentation de 20 a 25%
de gaz fut obtenue (Lai et al., 1984) ce qui n'a pas ete Ie cas avec les extraits de levure de 1'etude
presente. Une serie d'experimentations a demontre que 1'effet n'etait pas du a la presence d'un ion
metallique, d'une enzyme, d'une vitamine, de 1'azote ou d'un sucre fermentescible pouvant etre
contenu dans Ie concentre. Etant donne que 1'hydrolyse alcaline du CPL detmit son activite, il est
propose qu'une portion peptidique specifique serait responsable de son pouvoir biostimulant. Chez
Lactobacillus, un facteur de croissance fut isole d'un extrait de levure (Higashi et al., 1979) et reconnu
comme etant 2 peptides contenant de 1'acide glutamique. Pour Saccharomyces, la possibilite que 2
systemes interagissant sur labiostimulation fut soumise; 1'un des systemes etant d'origine proteique
et 1'autre une entite de faible poids moleculaire (Lai et al., 1984).
Contrairement aux aldolases de la classe I trouvees dans les cellules d'animaux et des plantes, les
aldolases des levures (classe II) sont dependantes des ions K+, Na+ et Mg++ pour etre actives (Ling et
Hoseney, 1977). Lors de la fermentation des extraits de levure par Propionibacterium, 1'acide
propionique fut transforme en sel de sodium, ce sodium ayant peut-etre favorise 1' activite de la levure.
Cependant il est peu probable que Ie sodium (ajoute comme sel dans la recette de base) soit limitant
pour la levure.
On sait egalement que la biotine est essentielle a la croissance des levures. Les propionibacteries
utilisent labiotine comme accepteur de €02 lors de la decarboxylation de 1'acide succinique, rendant
possiblement la biotine plus accessible a la levure lorsqu'utilisee dans Ie milieu de croissance. Pour
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verifier si cette hypothese est adequate, il faudrait simplement supplementer Ie milieu de panification
avec de la biotine et observer s'il y a augmentation de la production de gaz.
Des differences plus marquees entre les extraits de levure ont ete observees lors de la croissance de la
levure en Bioscreen. Ainsi, 2 fois plus de croissance fut obtenue avec 1'extrait fermente de Lallemand
qu' avec 1'extrait fermente de Champlain. La croissance est done plus affectee par Ie choix de 1'extrait
que 1'activite de la levure. En plus, pour Fextrait Champlain, la fermentation de 1'extrait n'a pas
entratne d'augmentation de biomasse finale et a meme ralenti la croissance par rapport a 1'extrait non
fermente (figure 7) alors que les essais sur 1'activite ont revele Ie contraire. Ce fut Ie cas unique de
1'extrait Champlain qui rappelons-le provient d'une levure de brasserie.
H a ete demontre que lorsque plus de 2000 ppm d'acide propionique furent utilises dans les recettes de
pain, ceux-ci se conservaientjusqu'a 2 fois plus longtemps que les temoins. La fermentation des
extraits a augmente la duree de conservation des pains dans tous les cas, pour tous les extraits mais
d'une fa9on moins prononcee qu'avec 1'acide propionique seul. Ceci s'explique par Ie fait que la
concentration d'acide propionique utilisee dans les temoins etait superieure a celle retrouvee dans les
poudres d'extrait de levure. Le fait que les poudres contenaient en plus de 1'acide acetique n'etait pas
suffisant pour palier ^ cette difference. Le pH des produits de boulangerie influencera directement
1'efficacite de 1'acide propionique. Ainsi dans des tortillas a farine de ble, la duree de conservation de
la pate diminuera de moitie si Ie pH passe de 5.6 a 6.0 (Friend et al., 1995). Les qualites de la pate
seront cependant affectees par des pH trop acides, possiblement du aune agglomeration des proteines




L'objectif de ce travail etait de produire un extrait de levure riche en acide propionique pouvant etre
utilise en panification comme agent antifongique et stimulant de la croissance de la levure. Le defi etait
de Ie produire par fermentation avec une souche poussant relativement lentement sur un milieu offrant
la difficulte majeure d'etre tres concentre en extrait de levure (7%). Le reve etait de developper un
precede simple et efficace applicable a 1'industrie alimentaire tout en etant d'avant garde.
La technique des cellules immobilisees a prouve son utilite pour court-circuiter les longues periodes
de latence de Propionibacterium et des rendements eleves en acide propionique ont etc obtenus en
moins de 48 heures. De plus, la biomasse a pu etre recyclee au moins 3 fois en supplementant Ie milieu
avec du calcium (0.5%) pour eviter la depolymerisation des billes. Le calcium se retrouvant dans la
composition finale de 1'extrait fermente presente 1'avantage possible d'augmenter 1'apport quotidien
de calcium si celui-ci est ajoute a un aliment prepare.
La recette du milieu riche en extrait de levure a ete developpee en utilisant Ie lactate (2%) comme
substrat principal, additionne d'un minimum de glucose (1%) pour eviter 1'acidification en cours de
fermentation tout en maintenant une bonne production d'acides propionique et acetique. Malgre cela,
peu de croissance bacterienne a ete observee dans les billes. Cependant, une croissance des cellules
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relarguees dans Ie milieu a ete notee, demontrant que Ie milieu offre de bonnes conditions de
croissance. Des etudes recentes demontrent que lorsque les cellules encapsulees sont placees dans des
flacons incubes en conditions anaerobes, il y a augmentation de la biomasse de 2 unites log en 48
heures. Des populations demarrant a 1 x 10 cfu/g de bille ont atteint une biomasse finale de Ix 10
cfu/g. Les effets du reacteur et des conditions d'incubation sont encore a 1'etude. U a cependant ete
demontre que la nature de 1'alginate n'influen9ait pas la biomasse finale (resultats non publics). Lors
de la premiere fermentation, une transformation incomplete du glucose a ete obtenue. Cependant lors
des fermentations suivantes, tous les substrats out ete metabolises par la souche.
Malgre un nombre impressionnant de publications portant sur 1'utilisation des cellules immobilisees,
peu d'applications industrielles sont reconnues. Citons entre autres la production d'acide aspartique
utilisant des cellules mortes d'Escherichia coli (Japon, depuis 1973), la production d'acide malique
avec des cellules mortes de Brevibacterium (Japon, depuis 1974) et la production de prednisolone
utilisant Corynebacterium (Suede depuis 1978) (Kennedy et Cabral, 1983). Des industries du domaine
alimentaire utilisent possiblement la technologie des cellules immobilisees s' assurant de bien en garder
Ie secret, cependant son utilisation demeure limitee du a des facteurs economiques, a la complexite de
1'equipement necessaire pour une operation en continu sans mentionner les problemes de mise a
1'echelle pour la fabrication des billes avec des cellules vivantes. D'ou Ie besoin de developper des
procedes et des matrices permettant une utilisation facile et peu couteuse ayant une bonne interaction
avec Ie substrat.
Trois extraits de levure ont ete utilises et aucune difference significative n'a ete obseryee quant aux
rendements en acides propionique ou acetique obtenus. Les rendements augmentent avec Ie recyclage
des cellules traduisant soit une adaptation des cellules au milieu ou une accumulation des metabolites
produits dans les billes. Les milieux de fermentation une fois leur biomasse retiree furent seches par
atomisation sans perte majeure des acides organiques d'interet. Cette premiere etape de production
d'un extrait de levure riche en acide propionique ne semble done pas presentee de difficulte majeure
quant a son application a 1'echelle industrielle. n serait pertinent d'utiliser comme source de lactate
du lactosemm, sous-produit de 1'industrie fromagere. L'addition de lactoserum dans les denrees
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destinees a 1'alimentation humaine comme les cereales en augmente la valeur nutritive. Les extraits
riches en acide propionique ont ete utilises avec succes dans les recettes de pain. L'effet antifongique
meme si mains prononce qu'espere fut significatifpar rapport aux pains fabriques avec des extraits non
fermentes. Les extraits riches en acide propionique ont prolonge la stabilite microbienne du produit
sans toutefois affecter ses caracteres. Les valeurs pH des pates a pain auraient du etre enregistrees et
meme controlees pour etablir une comparaison uniforme des extraits fermentes.
L'effet antifongique de 1'extrait pourrait possiblement etre accentue en variant la formulation des
pates. L'acidification de la pate avec de 1'acide acetique aurait Ie double avantage d'agir en synergie
avec 1'acide propionique. L'utilisation de jus de fruits comme Ie jus de pmneaux ou de raisins est
reconnue pour diminuer Ie developpement des moisissures dans les produits de boulangerie
possiblement du a son haut contenu en acide malique et a la presence d'acide benzoique (Sanders,
1991).
En plus de connattre Ie pouvoir antifongique des extraits, il serait a propos d'etudier Ie pouvoir de
conservation des extraits fermentes surBacillus, principal responsable des problemes d'alteration dans
les mies de pains bruns. La presence de Bacillis subtilus dans les pains est meme associee a certaines
maladies d'origine alimentaire, d'ou Ie besoin de mieux controler la contamination et la croissance de
ces nucroorganismes.
Le fait de fermenter les extraits a ameliore les fermentations panaires en augmentant la production de
gaz produit par la levure. fl serait certes a propos d'etudier d'autres extraits de levure dans 1'espoir
d'ameliorer davantage Ie procede de panification. L'ajout des extraits qu'ils soient fermentes ou non
peut augmenter la saveur du pain et la couleur de la croute. Des pains a saveur de fromage pourraient
egalement etre produits grace a la presence de 1'acide propionique dans 1'extrait et a une recette
accentuant la saveur.
L'utilisation de Propionibacterium en association avec des levures selectionnees de Kluyveromyces
dans un milieu de lactoserum a ete proposee dans Ie but de produire une biomasse riche en proteines
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et en vitamines. Les propionibacteries sont de bons producteurs de vitamines B yi mais leur faible
croissance limite les applications industrielles. La technique des cellules immobilisees et 1'utilisation
des levures offrent des alternatives interessantes pour Ie procede. H a ete demontre que 1'association
Propionibacterium-le^uTG se compare favorablement aux proteines cellulaires (single cell protein) en
terme de valeur nutritive et de rendements (Skupin et al., 1978). De plus, les biomasses obtenues
etaient plus riches en methionine que plusieurs SCP connues. Le melange pourrait meme etre seche
et utilise en boulangerie comme supplement vitamine, source de proteines d'acides amines et de
calcium. Et avantage non negligeable, la technologie contribuerait a recycler un dechet de 1'industrie
alimentaire.
Javanainen (1993) a propose d'inclure Propionibacterium dans Ie ferment lactique pour des pains de
type acidifie (sour dough). Des concentrations en acide propionique variant de 0.42 a 1.04% (p/v) ont
ete obtenues. Cependant, ce precede ne s'applique que dans ce type de pain particulier et peut
facilement etre compromis par un debalancement des souches lactique et propionique.
Les tendances internationales vers 1'elimination des agents de conservation chimiques pairees a un cout
de production peu eleve favorisent Ie developpement de precedes de fermentation, dans lesquels les
biomasses sont recyclables, les dechets generes sont minimaux et ajoutent de la valeur a un produit
existant. Done pour rendre Ie precede encore plus allechant pour 1'industde alimentaire il faut
augmenter les rendements d'acide propionique et ceci pourrait etre realise en utilisant des procedes de
fermentation en "fedbatch". L'utilisation d'un milieu riche en extrait de levure additionne de
lactoserum comme source de lactate diminuerait Ie cout de production et augmenterait la concentration
de calcium. Plusieurs utilisations sont envisageables pour une poudre riche en vitamines, mineraux,
acides organiques et qui plus est, est toute naturelle!
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Annexe A
Cle d'identification your les esveces du eenre Provionibacterium
I Hydrolyse de 1'esculine
A. Hydrolyse incomplete de la gelatine
1. Mannitol non acidifie
a. Reduction du nitrate
i. Lactose non Sici<££ifreudenreichii ssp. freudenreichii
ii. Lactose acidifie P.freudenreichii ssp. globosum
b. Nitrate non reduit
i. Trehalose non 8L(EdyrKudenreichii ssp. shennanii
ii. Trehalose acidifie P. theonii
2. Mannitol acidifie
a. Reduction du nitrate P. acidi-propionici
b. Nitrate non reduit P.jensenii
B. Hydrolyse complete de la gelatine P. avidum
II Esculine non hydrolysee
A. Production d'indole P. acnes
B. Indole non produit
1. Adonitol, eiythrotol, maltose et ribose acidlfie
P. lymphophilum
2. Adonitol, erythrotol, maltose et ribose non acidifie
a. Reduction du nitrate P. acnes




Calcul du facteur microscopique
Biomasse= moyenne des bacteries par champ X facteur microscopique
Facteur microscopique= Aire de la lame observee (mm2) (HXL)
Aire du champ microscopique X Volume d'echantillon
Ce qui correspond avec notre microscope a 1.99 X 104 comme facteur microscopique a lOOOx de
grossissement.
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